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GLOSARIO

Apoptosis. Es una forma de muerte celular que esta desencadenada por sefiales
celulares controladas genéticamente.

Antiangiogénico. Agente quimico o bioldgico que inhibe o reduce la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes
(angiogénesis).

Células VERO. Linea celular de cultivo de células de rindbn de mono verde
africano Chlorocebus.

Chlorophyta. Division de algas verdes que incluye alrededor de 8200 especies
de organismos eucariotas, en su mayoria acuaticos fotosintéticos.

Citotoxico. Es la cualidad de ser toxico a células.

Galactopiranésido. Compuesto quimico constituido por una molécula de
carbohidrato y un grupo pirano, que puede tener diferentes atomos
sustituidos.

Clerosterol. Esterol que se encuentra distribuido en plantas terrestres y que es
de importancia quimiotaxonémica en la alga marina del género
Codium.

Coodiosido. Nombre asignado a derivados del alga del género Codium que estan
costituidos por una molécula de carbohidrato, esterificado a cadenas
de &cidos grasos.

Herpes. Es la enfermedad que causa una lesidén cutanea inflamatoria que suele
aparecer sobre todo en los labios y que se caracteriza por la aparicion
de pequefias vesiculas, causada por el virus Herpes hominis.

Lectinas. Son proteinas que se unen a carbohidratos con una elevada
especifidad para cada tipo distinto de afinidad quimica en la unién de
moléculas .

Trombina. Enzima del tipo de las peptidasas. Que forma parte del proceso de
coagulacion sanguinea. Ayuda a la degradacion del fibrinégeno a
mondmeros de fibrina.

Tromboplastina. Proteina que se forma en el plasma por la combinacién del
factor tisular con los fosfolipidos de las membranas de las plaguetas y
que participa en la coagulacion de la sangre por medio de la
conversiéon de protrombina a trombina.

Protrombina. Proteina del plasma sanguineo, que forma porte del proceso de
coagulacion, mediante la reaccion con la tromboplastina, enzima
ubicada en el interior de los trombocitos, que se que se libera al
romper la membrana celular de los trombocitos.



RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana, antiviral y citotoxica de extractos y
productos naturales de Codium amplivesiculatum, C. simulans, C. cuneatumy C.
fragile recolectadas en las costas de Baja California Sur, México. Se realiz6 el
fraccionamiento de extractos etandlicos de algas del género Codium, recolectadas
en tres localidades de Baja California Sur, México, por medio de columnas
cromatograficas silica gel 60 A (230-400 de malla) utilizando mezclas de
solventes de polaridad creciente. Se aislaron los compuestos: 1-octadecanol,
clerosterol y un posible codiosido de C. amplivesiculatum que corresponden
al primer registro de estas sustancias en dicha alga. Se confirmé la presencia de
clerosterol y de codiésidos en C. simulans, C. cuneatum y C. fragile por
comparacion de las mismas sefiales obtenidas en espectros de IR-ATR. Las
fracciones se sometieron a un ensayo de actividad antimicrobiana utilizando la
técnica de difusion en agar con sensidiscos. Las bacterias de prueba fueron:
Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42), Escherichia coli (ATCC- BAA-196)
Streptococcus pyogenes (ATCC-BAA-946), Vibrio parahaemolyticus (ATCC-
17802), V. alginolyticus (ATCC-17749) y Vibrio harveyi (ATCC-14126). Se
obtuvieron 7 fracciones activas contra S. aureus, 9 contra S. pyogenes, 9 contra
V. parahaemolyticus, 6 contra V. alginolyticus y 12 contra V. harveyi. Ninguna de
las fracciones mostré actividad contra E. coli. Una fraccion de C. amplivesiculatum
y una de C. simulans tuvieron una CMI de 125 ug mL™ y el resto con una
CMI>250 pg mL™. De las fracciones de extracto orgéanico de C. amplivesiculatum
ensayadas contra Mycobacterium tuberculosis, solo una tuvo una CMI de 100 ug
mL™? y las demas tuvieron una CMI>100 pug mL™. Debido a los reportes previos se
deduce que el compuesto activo anti-tuberculosis es el 1-octadecanol. Se realiz6
un ensayo de citotoxicidad contra células de carcinoma humano con dos
compuestos de clerosterol (CC13F2 y CCI15F3) y el codiosido (CC20F5),
resultando con débil inhibicion del crecimiento celular. Con el clerosterol y el
codiosido se realizaron pruebas anti-dengue, con resultados favorables para el
codibsido obteniendo 73.8% de inhibicion de la infeccion en la linea celular Huh-7

de hepatocitos humanos, con la técnica de multiplicidad de infeccion celular.

Palabras clave: Codium, antibacteriana, antiviral, citotoxico, bioactividad.



ABSTRACT.

Antibacterial, antiviral and cytotoxic activity was assessed of natural
product and extracts of Codium amplivesiculatum, C. simulans, C. cuneatum and
C. fragile collected in the coast of Baja California Sur, Mexico. Fractionation was
performed ethanolic extracts of algae collected in three locations in Baja California
Sur, México, through chromatographic columns of silica gel 60 A (230-400 mesh)
using solvent mixtures of increasing polarity). We isolated the pure compounds: 1-
octadecanol, clerosterol and a possible codiésido from C. amplivesiculatum.
Correspond to the first record of these substances in this alga. We confirmed the
presence of clerosterol and codiésidos in C. simulans, C. cuneatum and C. fragile
by comparison of signals obtained in IR-ATR spectra. The fractions were
subjected to an antimicrobial activity test using the agar diffusion method with
sensitivity discs. The test bacteria were: Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42),
Escherichia coli (ATCC- BAA-196) Streptococcus pyogenes (ATCC-BAA-946),
Vibrio parahaemolyticus (ATCC- 17802), V. alginolyticus (ATCC-17749) and V.
harveyi (ATCC-14126). Seven active fractions were obtained against S. aureus, 9
against S. pyogenes, 9 against V. parahaemolyticus, 6 against V. alginolyticus and
12 against V.harveyi. None of the fractions showed activity against E. coli. A
fraction of C. amplivesiculatum and C. simulans had an MIC of 125 pg mL™ and
the rest with an MIC> 250 pg mL™. From the organic extract fractions C.
amplivesiculatum tested against Mycobacterium tuberculosis, only one had an
MIC of 100 pg mL™ and the other had an MIC> 100 pg mL™. It follows that the
anti-TB active compound is 1-octadecanol, due to previous reports. Cytotoxicity
assay was performed against human carcinoma cells with two compounds
clerosterol (CC13F2 and CC15F3) and codidsido (CC20F5), resulting in a weak
inhibition of cell growth. Clerosterol and codiésido were performed anti-dengue
tests, with favorable results for codiésido obtaining 73.8% inhibition of the infection

in cell line Huh-7 human hepatocytes by the technique of multiple cellular infection.

Key Words: Codium, antibacterial, antiviral, cytotoxic, bioactivity.
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1. INTRODUCCION

En las tres ultimas décadas, la investigacion de productos naturales
marinos, ha conducido al aislamento de unos 35,000 compuestos, de los cuales
un alto porcentaje de ellos son biolégicamente activos (Kovganko & Kashkan,
1999; Matsubara et al., 2003; Smit, 2004; Blunt et al., 2003-2012), y algunos de
ellos muestran una actividad sobresaliente, como el caso del diterpeno
bromosphaerona aislado a partir del alga roja Spaerococcus coronopifolius que
mostré una CMI = 0.047 ug mL™ frente a Staphylococcus aureus (Etahiri et al.,
2001). De acuerdo con lo reportado, las algas son una fuente importante de
compuestos halogenados como los aislados a partir del género Laurencia que le
confiere con notable actividad biolégica (Masuda et al., 1999). Por otro lado
también se asume que los compuestos de naturaleza esteroidal, heterociclica y
fendlica contienen potenciales agentes antisépticos (Lincoln et al.,1991). Tal es el
caso de los depsipéptidos kahalalido A y F aislados a partir de Bryopsis sp. los
cuales mostraron una potente actividad contra Mycobacterium tuberculosis.
Adicionalemente, el kahalalido F resultdé ser un candidato muy prometedor para el
tratamiento de cancer pulmonar, de préstata y el sindrome de inmunodeficiencia
humana (Smit, 2004).

La variedad de compuestos quimicos aislados a partir del género Codium
muestran un potencial de aplicacibn en el area biomédica, el cual se ve
aumentado si se considera la posibilidad de ser modificados estructuralemente
para incrementar su actividad biolégica (Matsubara et al., 2001; Kintzios &
Barberaki, 2003; Matsubara et al., 2003; Smit, 2004; Fusetani, 2010).

Las algas agrupadas en el género Codium pertenecen a la Division:
Chlorophyta; Clase: Bryopsidophyceae; Orden: Bryopsidales; Familia: Codiaceae.
Actualmente, se reconocen 134 especies dentro del género y se caracterizan
morfolégicamente por ser de talo esponjoso regularmente de color verde oscuro
con una gran variacion morfolégica de forma cilindrica o de forma aplanada,
irregularmente, puede desarrollar talos muy largos o cortos regularmente
dicotomicos o ramificaciones o talos irregulares, globulares, petaloides, erectos o
reptantes. Codium es de distribucion mundial, llegando a considerar a C. fragile
como especie invasora (Guiry & Guiry, 2013). En las costas de Baja California

Sur, el género esta representrado por C. amplivesiculatum, C. brandegeei, C.
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cuneatum y C. fragile. Con excepcion de esta ultima, las demas especies no han
sido estudiadas mas alla de la actividad de sus extractos y composicion
polisacéarida. Por lo que se considerd de interés explorar el potencial de estos
organismos como fuente de compuestos de bajo peso molecular con actividad

biolégica.

2. ANTECEDENTES

Los metabolitos aislados a partir de algas del género Codium y su
actividad biolégica son presentados en la Tabla 1. Donde se puede observar que
hasta ahora, el estudio de algas pertenecientes al género Codium ha derivado en
el aislamiento de metabolitos esteroidales como el clerosterol, un esterol cuya
ocurrencia en el medio marino estéa restringido exclusivamente al género Codium,
pero es comun en muchas plantas terrestres. Los derivados oxigenados del
clerosterol mostraron potente actividad contra lineas celulares de cancer humano,
mientras que los derivados glucosilados presentan interesante actividad
antibacteriana (Romeo & Toscano, 1983; Anjaneyulu et al., 1991; Aknin et al.,
1992; Sheu et al., 1995; Ali et al., 2002; Kapetanovic et al., 2005; Shuai et al.,
2005; He et al., 2010). Por otro lado, se ha aislado, el a-tocoferol (De Sousa et al.,
2008), algunas quinonas preniladas con actividad antihipertensiva y fitotoxica (Ali
et al., 2001), asi como glucoglicerolipidos (codiosidos A, B, C y D) derivados del
transfitol, el cual resulta de significancia quimiotaxonémica en el género (Saleem,
2000). Por otro lado, en muestras de C. fragile se han identificado compuestos
volétiles, tales como: &cido acrilico, benzaldehido, dimetilsulfuro, 2-furaldehido,
furfuril alcohol, geraniol, a-metilfurfural, sifonoxantina, sifoneina y terpinoleno, de
los cuales se conocen muy bien sus propiedades antisépticas y citotoxicidad
(Zhou et al., 2011).



Tabla 1. Productos naturales obtenidos a partir del género Codium.

Especie Compuesto/Actividad Referencia

Codium arabicum Clerosterol y derivados oxigenados/Anticancer. Sheu et al., 1995;

C. bursa, C. decorticatum, C. Shuai et al., 2005; Romeo &
fragile, C. dichotomum, s Toscano, 1983; Aknin et al.,

C. divaricatum

C. iyengarii a-tocoferol-hidroquinonas/ Antihipertensivo y fitotoxico

1992; Kapetanovic et al.,
2005; He et al., 2010.

Ali et al., 2001



C. iyengarii lyengarosido-A/Antibacterial Ali et al., 2002

C. iyengarii lyengardsido-B Ali et al., 2002
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Ademas de los compuestos de bajo peso molecular, se han aislado
proteoglucanos y polisacaridos sulfatados con propiedades anticoagulantes
(Matsubara et al., 2000). Por ultimo, se ha reportado el aislamiento de
compuestos tipo lectinas, con importantes funciones a nivel de membrana celular,
causantes de aglutinamiento (Stamps et al., 1987; Wu et al., 1995; Cisar et al.,
1997; Wu et al., 1997; Nagano, 2007).

Los compuestos aislados de Codium son del tipo esteroidal, glucosidos
esteroidales, acilglucésidos, polisacaridos sulfatados, carotenoides, benzaldehido,
derivados furfurales y ésteres de fitol, con diferentes actividades a nivel
membrana celular (Kovganko & Kashkan, 1999). Los glucésidos esteroidales
tienen diferentes usos terapéuticos en fallas y arritmias cardiacas, ademas de
tener un potencial de uso en terapias contra el cancer. Los glucésidos obtenidos
de Codium tienen diversas actividades biologicas, como antibacteriana, antiviral,
antitumoral y citotoxico (lvanchina et al., 2011), asi como el clerosterol y el
compuesto loliolido obtenidos de Codium divaricatum, que por su estructura
quimica pudieran evaluarse en otro tipo de bioensayo (He et al. 2010; He et al.
2006; Zhou et al., 2011).

2.1 Actividad antibacteriana

Se han reportado numerosos casos de actividad antibacteriana dentro del
género Codium, tal es el caso de C. shamelli, que resulté ser activo contra
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Corynebacterium diptheriae,
Bacillus subtilis y Pseudomona aureoginosa, con halos de inhibicion entre 12 y 13
mm, a una concentraciéon de 2.0 mg mL™ (Rizvi & Shameel, 2005).

El compuesto iyengarosido-A de C. iyengarii, mostré6 moderada actividad
antibacteriana a una concentracién de 0.39 ug mL™ en dimetilsulféxido (DMSO),
contra Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Shigella dysenteriae y Staphylococcus aureus Yy el galactésido de clerosterol de
esta misma especie, mostro actividad contra E. coli, K. pneumoniae y S. aureus
(Ali et al., 2002).

Se ha demostrado que los extractos de algas marinas de Baja California
Sur, tienen una variedad de actividades antimicrobianas y citotoxicas contra
bacterias que representan altas morbilidades a nivel nacional, como son

Mycobacterium tuberculosis y E. coli, ademas de demostrar la citotoxicidad de
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células VERO (Muiioz et al., 2010a). Dentro de los primeros experimentos contra
bacterias utilizando Codium amplivesiculatum, C. cuneatum y C. simulans, se
encuentran los de Mufi6z y colaboradores (2010b), quienes obtuvieron incremento
en los halos de inhibicion contra las bacterias resistentes a antibiéticos de S.
aureus y Streptococcus pyogenes, combinando la concentracibn minima
inhibitoria de antibiético a la cual resiste el microorganismo con extractos
etandlicos de estas algas, concluyendo que los extractos contribuyen a la
inhibicion del mecanismo de resistencia bacteriana.

Morales y colaboradores (2006), determinaron la actividad bioldgica de seis
especies de macroalgas de las costas de Yucatan, México, dentro de las cuales
se encontraba C. decorticatum, obteniendo concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) y concentracién minima bactericida (CMB) para Staphylococcus aureus de
1.56 mg mL?y 12.5 mg mL™ respectivamente y para Bacillus subtillis de 0.78 mg
mL* y 13.13 mg mL™, respectivamente. Sunilson y colaboradores (2009),
describen la presencia de aminoacidos, carbohidratos, saponinas, fitosteroles
alcaloides y glucosidos de C. decorticatum, resaltando buena actividad
antibacterial contra Streptococcus pneumoniae y Klebsiela pneumoniae a
concentraciones de 25, 50 y 100 mg mL™ de extractos de éter de petrdleo,
cloroformo y metanol, tomando a gentamicina y ampicilina como controles, a una

concentracién de 30 mg mL™.

2.2 Actividad antifangica

Se ha reportado la actividad antifangica de extractos metandlicos de C.
iyengarii, con un promedio de 50% de inhibicién con respecto a un control de
miconazol, contra hongos con actividad patégena en humanos: Aspergillus niger,
Pseudoalescheria boidii y Trichophyton schoenleninii, hongos patégenos de
animales: Microspermum canis y Trichophyton simii y un hongo patégeno de
plantas: Fusarium solani, resultados considerados moderados por el grado de
inhibicion (Rizvi & Shameel, 2005) y actividad efectiva de extracto metandlico de
C. intertextum contra levaduras, especie localizada en la zona de las Canarias,
Espafa (Febles et al., 1995).
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2.3 Actividad antiviral

Entre los recursos marinos correspondientes a las especies de Codium, se
mencionan a C. adhaerens, C.fragile, C. latum, C. decorticatum y C.spongiosum
como fuente de agentes antivirales derivados de galactanos y polisacéaridos
sulfatados, contra el virus del herpes simplex (HSV-1), del herpes simplex tipo 2
(HSV-2), el virus de la papa X (PVX) y sindbis (SINV) (Hudson et al., 1999; Lee et
al., 2004; Pardee et al., 2004, Ohta et al., 2009; Soares et al., 2011; Thanh et al.,
2011). En la Tabla 2 se muestran concentraciones y efectos de inhibicién de virus,
demostrando efectos similares para algunos casos, independientes de la zona
geografica de recolecta de las algas.

El mecanismo de accion de los polisacaridos sulfatados son debido a la
formacion de complejos que bloquean la interaccion virus-células, por lo que se
hacen correlaciones entre los parametros de la estructura minima, ibnica e

hidrofébica y la correspondiente actividad antiviral (Damonte et al., 2004).

Tabla 2. Actividad antiviral de especies de Codium

Tipo de virus Referencia
HSV-1 HSV-2 PVX SINV IFV-A
. . IC50=62.5 Hudson et
Codium fragile - - - ug mL™- - al., 1999
. 1C50=6.9 Lee et al.,
Codium latum ug mL™ - - - - 2004
. . i i 93%;,, a 10 i i Pardee et al.,
Codium fragile ug mL™: 2004
. . . |C50:4.7 _ _ ICSO >1.0 Ohta et al.,
Codium fragile ug mLt mg mLt 2009
Codium 99%;,, a 200 0% i i i Soares et al.,
decorticatum pg mL* 0 2011
goc?r']”rigsum 55.3%ma  55.3%m a ] ] ] Soares et al.,
pong 50 ugmL? 50 ug mL™ 2011

HSV-1 y HSV-2 (virus de herpes simplex tipol y 2), PVX (Virus de la papa X), SINV (virus Sinbis),
IFV-A (Virus de influenza).
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2.4 Actividad anticancer y citotoxica

La citotoxicidad es la cualidad de una sustancia natural o sintética, toxica
a las células, provocandoles necrosis y lisis. El porcentaje de contribucion de los
productos naturales que han generado compuestos quimicos con actividad
citotdéxica en ensayos contra cancer, es del 62 % en el periodo comprendido entre
1981 y 2002, con diferentes modificaciones a nivel sintesis quimica, para
investigar efectos especificos sobre células cancerosas (Newman et al., 2003).
Kintzios & Barberaki (2003), reportaron actividad de extractos de 22 especies de
clorofitas de origen marino contra células cancerosas. Solo Codium pugniformis,
se mostrd citotoxico contra tumores de cancer Ehrlich ascites y contra sarcoma-
180 (Nakazawa et al., 1976).

La Tabla 3 enlista las especies del género Codium y compuestos aislados
con actividad antitumoral y citotoxica, donde puede verse que el extracto
metandlico de Codium fragile mostro inhibicion de células de leucemia RBL-2H3 a

una concentracién de 200 ng mL™ (Kimiya et al., 2008).

Tabla 3. Actividad citotoxica de extractos y compuestos obtenidos de Codium spp.

Alga Sustancia Actividad citotoxica Referencia
Codium fragile Clerosterol Muerte por apoptosis de células de Kim et al., 2013
melanoma humano (A2058).

Codium Extracto Citotoxico Khan et al., 2012

decorticatum metanolico

Codium fragile Extracto Inhibicién de la degranulacién de células  Kimiya et al.,
metandlico de leucemia RBL-2H3. 2008

Codium Extracto acuoso  Citotdxico vs. células tumorales de Kim et al., 2006

contractum leucemia promielocitica, HL-60

Codium fragile Extracto acuoso  Citotdxico vs. células de cancer de colon Kim et al., 2006

de raton, CT-26

Codium Clerosterol Citotoxico contra lineas celulares de Sheu et al., 1995
arabicum oxigenado cancer humano.

Codium Extracto Antitumoral en papas El-Masry et al.,
tomentosum metandlico 1995

Codium Extracto acuoso  Citotéxico contra tumores de cancer Nakazawa et al.,
pungiformis Ehrlich ascites y contra sarcoma-180. 1976
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El compuesto identificado como clerosterol de Codium arabicum ha sido
probado contra varias lineas celulares cancerosas de leucemia lifocitica de raton
(P-388), cancer nasofaringe humana (KB), cancer de pulmén humano (A-549) y
cancer de colon humano (HT-29), mostrando la mayor actividad contra las lineas
celulares A-549 (EDso= 0.3 pg mL™) y P-388 (EDsp= 1.7 pg mL™). No hubo
actividad contra las lineas celulares KB y HT-29 (Sheu et al., 1995). El clerosterol
obtenido de Codium fragile, inhibié el crecimiento de células de melanoma
humano (A2058), induciendo muerte por apoptosis a una ICso de 150 pM (Kim et
al., 2013)

2.5 Actividad anticoagulante y antiangiogénica

Los compuestos con actividad antiacoagulante obtenidos a partir de
especies de Codium son proteoglucanos y polisacaridos sulfatados, cuyas
propiedades han sido comparadas con las de la heparina. EI compuesto
anticoagulante aislado de C. pungiformis mostré ser un proteoglucano compuesto
por glucosa, arabinosa y galactosa altamente sulfatada. El proteoglucano
aumento el tiempo normal de trombina, mientras que no afecté el tiempo normal
de protrombina (Matsubara et al., 2000).

De manera similar, a partir de C. cylindricum se obtuvo un polisacarido
con actividad anticoagulante caracterizado por contener galactosa sulfatada y
cantidades menores de glucosa. Al compararlo con la heparina, el galactésido no
mostré ningun efecto frente al ensayo de tiempo de protrombina, mientras que en
los ensayos de tiempo de tromboplastina parcial activada y tiempo de trombina
resultaron prolongados (Matsubara et al., 2001). En contraste, C. fragile ademas
de galactanos sulfatados, también contiene residuos de arabinosa en forma de
arabinogalactanos sulfatados (Bilan et al., 2007).

La identificacién y purificacion de los polisacaridos sulfatados de Codium
fragile, ha generado controversias en cuanto al nivel de actividad anticoagulante y
el grado de agregacion de plaquetas de las especies de Codium en
experimentacion, debido a la variabilidad de los polisacaridos sulfatados
presentes con diferentes cantidades de iones de calcio y la presencia de
glucoproteinas (Ciancia et al., 2007).

A partir de Codium dwarkense se aislaron un arabinogalactano y otro

polisacarido rico en arabinosa sulfatada. El dltimo mostré una actividad
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anticoagulante mas potente que el arabinogalactano (Siddantha et al.,1999),
aunque cuando estos compuestos fueron obtenidos simultaneamente de C.
dwarkense y C. tomentosum por purificacion de intercambio idnico vy
cromatografia de filtracion en gel, las actividades anticoagulantes fueron
diferentes (Shanmugam et al., 2001). La variacion observada en la actividad
anticoagulante llevé a considerar las diferencias estructurales de los
polisacaridos, observandose que los polisacaridos mas activos eran aquellos con
mayor contenido de arabinosa (Siddhanta et al., 1999; Shanmugam et al., 2002).
En el mismo sentido, se han reportado que compuestos del tipo galactanos
sulfatados de Codium isthmocladum (Blunt et al., 2010), cuya aplicaciéon ha
tomado relevancia en la deteccion de nuevos anticoagulantes, presentan una
composicién quimica principal, que corresponde a la union de residuos 3-B-D-
galactopiranosa, que se encuentran sulfatados principalmente en la posicién 4 y
ocasionalmente en la posicion 6. En menores cantidades hay uniones en la
posicion 6-p-D-galactopiranosa y la presencia de grupos piruvato, formando
residuos cetales como el 3,4-O-(1"carboxi)-etilideno-B-D-galactosa (Farias et al.,
2008).

La angiogénesis tiene una importante funcion en los procesos fisioldgicos,
involucrada en varias condiciones patolégicas como crecimiento de tumores y
metastasis, arterioesclerosis y retinopatia diabética. Al inhibir la angiogénesis, se
detiene el crecimiento de tumores y la metastasis (Folkman, 1995). Entre los
compuestos antiangiogénicos se encuentran los polisacaridos sulfatados de las
algas pardas, conocidos por su funcionamiento como potentes anticoagulantes.
Las algas rojas y pardas son la principal fuente de polisacéaridos sulfatados y en
menor proporcion las algas verdes (Hoffman et al., 1996). El primer reporte con
evidencia del efecto antiangiogénico de un galactano sulfatado aislado de la alga
verde C. cylindricum, es el presentado por Matsubara y colaboradores (2003),
donde se suprimié la formacién de micro vasos sanguineos, en un cultivo celular
de matriz libre de suero ex vivo, utilizando el modelo de anillo adrtico de rata.

La caracterizacion estructural de los compuestos con propiedades
antiangiogénicas, ha llevado a definir enzimas con propiedades fibrinoliticas,
como la aislada de Codium latum, similar a la tripsina, llamada C. latum proteasa
(CLP), la cual tiene una actividad maxima a pH 10 y es completamente inhibida

por di-isopropil fluorofosfato (DFP) (Matsubara et al.,1999). Kadokami vy
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colaboradores (1990), aislaron enzimas con un peso molecular de 38 000 y otra
de 39 000, determinadas por filtracion de gel por HPLC, con un rango éptimo de
actividad entre un pH de 7 y 9, respectivamente y con una actividad 30 veces
mayor hacia Boc-Ala-Ala-Pro-Arg-pNA, cuando se compard con tripsina. Se
inhibi6 con DFP y parcialmente con fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF),

benzamidina, leupeptina y antipaina (Kadokami et al., 1990).

2.6 Actividad de lectinas

Las lectinas se han definido como compuestos de origen no immune que
tienen una estructura polisacérida enlazada a proteinas, que aglutinan células y
precipitan polisacaridos o glucoproteinas. Se utilizan en la deteccion,
identificacion y evaluacion funcional de carbohidratos y como marcadores en
varios procesos bioquimicos en medicina (Hoekstra et al.,1985; Sharon & Lis,
2007). Las principales aplicaciones corresponden a la deteccion, aislamiento y
estudios estructurales de glucoproteinas, investigacion de carbohidratos en las
células y organelos subcelulares, estudios de glucosilacién de proteinas, mapeo
de trayectorias neuronales, separacion e identificacion celular, estimulacion
mitogenica de linfocitos y seleccion de mutantes lectino-resistentes (Goldstein &
Poretz, 1986).

De Codium fragile tomentosoides se ha obtenido una lectina especifica N-
acetil-alfa-D-galactosamina acoplada a oro coloidal, que llegd a nivel comercial
como reactivo histoquimico y cuyas amplias aplicaciones se han dado en modelos
para determinar conjugados que influyen en procesos de aglutinacion sanguinea
humana, asi como en estudios de superficie celular (Griffin et al., 1995). El sitio
especifico de combinacién de las lectinas de C. fragile, reconoce exclusivamente
secuencias GalNAcal cadenas determinantes de carbohidratos, lo que da a
dichas lectinas un uso como reactivo quimico comercial, para detectar
especificamente las cadenas de secuencias GalNAcal, GalNAcal-3(LFucoal-
2)Gal(Ap), GalBl-3GalNAc (T) y GalNAcal-Ser/Thr (Tn) (Wu et al.,, 1995),
demostrandose la inhibicion para las secuencias de lectinas Tn en combinacion
con dendrimeros, cuya caracteristica es expresarse por la mayoria de tumores
malignos, 90% en los carcinomas humanos, con expresién en mas del 70% de

carcinomas de pulmén, colon y estbmago, por lo que al hacer reaccionar las
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secuencias Tn y formar glucopéptidos conjugados complejos, se pueden
desarrollar vacunas contra la formacién de tumores y alergias, ya que se
encuentran directamente relacionados con respecto a las respuestas inmunes
celulares (Vepreck et al.,, 2006). Las lectinas obtenidas de Codium fragile, var.
tomentosoides (CFT), han sido purificadas y caracterizadas por precipitacion
cuantitativa (QPA) e inhibicién por ensayo de enlace lectina-enzima, obteniendo
una N-acetilgalactosamina-especifica, la cual reacciona con diferentes
glucoproteinas aisladas de hamster y ovejas y definiendo sitios de interaccion
especificos (Wu et al., 1997). Las lectinas purificadas de C. fragile, subespecie
atlanticum, han reaccionado con el grupo sanguineo A, llamado Apae. Este tipo
sanguineo no tuvo reaccién con otro tipo de lectinas anti-A (Stamps et al., 1987).
Un compuesto llamado tomentina fue aislado de C. tomentosum, la cual es una
lectina N-acetilglucosamina-especifica compuesta por treonina, valina y glicina,
con 39% de carbohidratos (Fabregas et al., 1988). Codium fragile aglutind oocitos
de Cryptosporidium parvum, con una concentracion de 0.5 mg mL™ en 60
minutos, indicando con esto que son altamente reactivos a las lectinas N-acetil-
galactosamina, por lo que esta sustancia ayuda a los oocitos a unirse a las células
huésped (Stein et al., 2006).

La aplicacion de lectinas de C. fragile en larvas de insectos de Diabrotica
undecimpunctata howardi, fue toxico a una concentracion del 2% aplicado
tépicamente en la dieta artificial (Czapla & Lang, 1990). Las lectinas de C. fragile
también causan aglutinacion en cepas de Salmonella typhimurium, utilizando la
inmovilizacion de estas lectinas en columna de cromatografia de afinidad sobre
agarosa, adsorbiendo bacterias con elucidbn subsecuente con N-acetil-
galactosamina (Patchett et al., 1991). La aplicacion de las lectinas de C. fragile del
tipo Gal—3GalNAc, son de los mas potentes inhibidores de la co-agregacion
microbiana en la colonizacion de la dentadura humana, ya que las lectinas
GalNac-sensitivas de las bacterias, se ven inhibidas por las lectinas de C. fragile y
ya no se realiza la co-agregacion entre grupos bacterianos (Cisar et al., 1995).

Otra especie de la cual se han aislado lectinas es Codium giraffa, la cual
es una especie endémica de México, con un peso molecular de 17,800 y un punto
isoeléctrico de 6.4. Su actividad fue inhibida con bajas concentraciones de N-

acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina (Alvarez et al., 1999).
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Las lectinas de C. fragile, ya como reactivo comercial, se han utilizado en
la determinacion del grado de combinacién que pueden tener con sustancias
como fluoropolimeros super-ramificados combinados con polietilenglicol (HBFP-
PEG), determinando la mejor adhesion por microscopia por fluorescencia y
evaluando el mejor efecto antiincrustante de zoosporas de Ulva en diferentes

superficies (Gudipati et al., 2005).

3. JUSTIFICACION

La identificacibn de metabolitos secundarios de las algas marinas, ha
tenido objetivos cientificos orientadas a aspectos tanto ecoldgicos (Blunt et al.,
2006; Amsler, 2008), como de aplicacion farmacéutica en funcion de la actividad
biolégica presentada, con énfasis en el combate al problema de la
multirresistencia bacteriana (Barret & Barret, 2003), antivirales (Thanh et al.,
2011), anticoagulantes (Hahnenberger & Jakobson, 1991; Hoffman et al., 1996) y
a la identificacion de sustancias anticancerigenas (Bakuni & Rawat, 2005; Jiang
et al., 2008), como las de la familia de los kahalalidos, pasando las etapas clinicas
I'y Il contra el cancer de préstata (Roussis et al., 2004; Blunt et al., 2012).

El problema de la resistencia bacteriana a farmacos tradicionales para el
combate de enfermedades, ha generado que se tome en cuenta la gran
diversidad de metabolitos secundarios que se generan por los organismos
marinos, debido a que han demostrado actividades biolégicas aplicables en el
tratamiento de enfermedades como el cancer y tuberculosis (Blunt et al. 2012 y
anteriores).

El nimero de compuestos aislados a partir de clorofitas marinas hasta el
afio 2012, corresponde a 187 compuestos caracterizados quimicamente, de los
cudles el género Codium contribuyé con 17 compuestos sintetizados por la ruta
de los isoprenoides, sin considerar los compuestos que contienen polisacaridos
sulfatados (McClintock & Baker, 2001; Folmer et al., 2010; Blunt, et al., 2011 y
anteriores).

El género Codium, ha tomando importancia al ser fuente de compuestos
con actividad antibacteriana (Ali et al., 2002; Mufi6z et al., 2010b; Morales et al.,
2006; Sunilson et al., 2009), antifungica (Febles et al., 1995; Rizvi & Shameel,
2005), antiviral (Kim et al.,1997; Hudson et al., 1999; Damonte et al., 2004; Lee et
al., 2004; Pardee et al., 2004, Ohta et al., 2009; Soares et al., 2011; Thanh et al.,
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2011), citotéxica (Nakazawa et al., 1976; EI-Masry et al., 1995; Sheu et al., 1995;
Kim et al. 2006, 2008; Kimiya et al., 2008; Khan et al., 2012), anticoagulante y
antiangiogénico (Kadokami et al., 1990; Folkman, 1995; Siddantha et al.,1999;
Matsubara et al.,1999, 2000, 2001; Shanmugam et al., 2001; Shanmugam et al.,
2002; Nika et al., 2003; Matsubara et al., 2003; Bilan et al., 2006, 2007; Ciancia et
al., 2007; Farias et al., 2008; Blunt et al., 2010) y de lectinas selectivas sobre
procesos de transferencia a través de la membrana celular (Stamps et al., 1987,
Fabregas et al., 1988; Czapla & Lang, 1990; Patchett et al., 1991; Griffin et al.,
1995; Cisar et al., 1995; Wu et al., 1995, 1997; Alvarez et al., 1999; Gudipati et al.,
2005; Vepreck et al., 2006; Stein et al., 2006). Con la obtencion de compuestos
bioactivos derivados de especies de Codium seleccionadas de Baja California
Sur, México, se pretende aumentar el conocimiento sobre la distrubucién de estos

metabolitos en el ambiente marino y el potencial bioactivo que pueden presentar.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Los extractos, fracciones y metabolitos secundarios de Codium
amplivesiculatum, C. simulans, C. cuneatum y C. fragile de Bahia Magdalena, de
San Juan de la Costa y de Bahia Tortugas, poseen actividad antimicrobiana

contra cepas resistentes, antiviral y citotoxica.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Detectar y evaluar el potencial bioactivo de C. amplivesiculatum, Codium
simulans, C. cuneatum y C. fragile de algas recolectadas en las costas de Baja

California Sur, México, a partir de extractos y compuestos aislados.

4.2 Objetivos particulares
1. Detectar, evaluar y caracterizar estructuralmemnte los principales
productos naturales de las algas C. amplivesiculatum, C. simulans, C.
cuneatumy C. fragile.
2. Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos organicos, fracciones y
productos naturales puros obtenidos de C. amplivesiculatum, C. simulans,

C. cuneatumy C. fragile.
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3. Evaluar la actividad citotoxica y antiviral de productos naturales puros de C.

amplivesiculatum.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Recoleccion del material biolégico

El material biolégico se recolecté en la zona de San Juan de la Costa
(Verano de 2010), Bahia Magdalena (Verano de 2006) y Bahia Tortugas, Baja
California Sur (Verano de 2006 y 2009, Figura 1). ElI material bioldgico

previamente

etiguetado se conservo en hielo para su traslado al Laboratorio de

Quimica de Algas Marinas del CICIMAR-IPN. Posteriormente el material se secé

a temperatura ambiente y se conservo a -20° C hasta su procesamiento quimico y

bioldgico.

Las especies de Codium recolectadas, fueron identificadas como: C.

fragile, de Bahia Tortugas; C. amplivesiculatum, de Bahia Magdalena; C.

cuneatum y C. simulans de San Juan de la Costa, Baja California Sur.

3000 +
600 Al Océ Golfo de
ceano Californi
Pacifico
1. Tarabillas. San Juan de la Costa.
2. Isla Margarita. Bahia Magdalena.
3. San Cristobal. Bahia Tortugas.
2200 ! '
-120 00 -115 00 -100 00

Figura 1. Zonas de recolecta de Codium spp.
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5.2 Aislamiento y caracterizacién estructural de los principales productos
naturales de las algas Codium amplivesiculatum, C. simulans, C. cuneatum

y C. fragile.

5.2.1 Obtencién de extractos organicos

Los especimenes recolectados y deshidratados de C. amplivesiculatum
(1.764 kg), C. simulans (0.630 kg), C. cuneatum (0.220 kg) y C. fragile (1.060 kg),
se maceraron por separado durante una semana en etanol destilado a
temperatura ambiente (22-35°C) con 35 L, 1.5 L, 1 Ly 3 L x 3 veces,
respectivamente. La disolucion resultante se filtré y el disolvente se evapor6 a
presion reducida en un rotaevaporador Yamato a 40°C, obteniendo los
correspondientes extractos etandlicos, los cuales fueron sometidos a extraccion
liquido-liquido con diclorometano (CH.Cl;) y agua destilada, en proporcion 1:1,
colocados en un embudo de separacion (50 mL x 8 veces), posteriormente la fase

organica fue concentrada a presion reducida.

5.2.2 Fraccionamiento y aislamiento de compuestos

El fraccionamiento de cada extracto se realiz6 mediante cromatografia
en columna, utilizando como eluyentes mezclas de disolventes de polaridad
creciente, comenzando con n-hexano, diclorometano, etanol y agua, en las
proporciones correspondientes para cada alga y las cantidades de muestra
procesadas. De acuerdo con un analisis cromatografico en capa fina (CCF), los
eluatos se agruparon en fracciones de polaridad creciente. Las fracciones con los
compuestos a separar, fueron sometidas a sucesivas separaciones en
cromatografia en columna (CC) con silica gel de 60 A, 230-400 de malla marca
Whatman International®, de dimensiones de acuerdo a la cantidad de la fraccién
organica obtenida para cada especie de Codium, hasta la obtencién de

compuestos puros.

5.2.2.1 Fraccionamiento de Codium amplivesiculatum

Se fraccionaron 7.5 g de extracto organico en columna cromatografica de
silica gel en las condiciones mencionadas anteriormente, con dimensiones de
50.0 x 2.0 cm, en una proporcion de muestra adsorbente 1:20, estabilizada y

eluida con 1 L de mezcla hexano:diclorometano (Hxn:CH,Cl,) 1:1, seguida con la
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misma cantidad de eluyentes de CH,Cly; CH,Cl,:EtOH (97:3), (93:7), (9:1);
CH,CIl;:EtOH:H,0 (7:3:1), (6:3:1), (6:4:1); EtOH 100% y agua destilada 100%. Se
colectaron 450 eluatos de aproximadamente 15 mL cada uno en tubos de ensayo
y el patrén de fraccionamiento se determind por medio de cromatografia de capa
fina (TLC), con fase estacionaria de silica gel de 60 A, K6F marca Whatman
International®.

Se obtuvieron 16 fracciones, de las cuales se purificaron los compuestos
del 1 al 5 (Figura 2). Se utilizaron columnas cromatogréaficas con silica gel de 60
A, 230-400 de malla fase normal para las fracciones CC2F2, CC2F3, CC2F4 vy
CC2F13y con silica gel de 60 A de fase reversa C-18, las fracciones CC2F10 y la
CC2F12 (Figura 2).

La fraccion CC2F2, se proceso en la columna CC12, de la cual la fraccion
F3 (CC12F3), correspondi6 al compuesto 1. La fraccion CC2F4, se procesé en la
columna CC13, con la F2 de esta columna como compuesto 2(a). EI mismo
compuesto 2(a”) (CC15F3), se obtuvo de la fraccibn CC2F4, después de
fraccionar sucesivamente la F2 de CC11, F2 de CC14, correspondiendo a la F3
de CC15, a dicho compuesto. EI compuesto 3 correspondié a la fraccion
2F2CCF10, con origen en el fraccionamiento de CC2F10, como resultado del
fraccionamiento de dos columnas sucesivas: la F2 de CC3F2 y la F2 de F2CF10.
El compuesto 4 se obtuvo de la F2 de la fraccion F12-F2, originada del
fraccionamiento de CC2F12 y procesando las columnas CC4F2 y F12-F2. El
compuesto 5(a) se derivé de la fraccion F5 de la columna cromatografica CC20,
la derivo a su vez, de las columnas CC2F13 y CC16F5 (Apéndice A.5, A.6, A.6.1).
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Codium amplivesiculatum. 06-012-40
1,764 g de alga seca, 82.64 g de extracto
etandlico disueltos en DM:EtOH (1:1)

!
! ! } }

ESLF1 ESLF2 ESLF3 ESLF4
1.89 g 4545 g 1007g 15254

Columna cromatografica 60 A 230-400 malla (1:20) Vols. J

175 mL. Estab. Hxn:DM (1:1), 4 V c/u. DM 100%; DM:EtOH
(97:3), (93:7) y (9:1); DM:EtOH:H20 (7:3:1), (6:3:1) y (6:4:1)

10+
CC2F2 CC2F3 CC2F4 CC2F10 CC2F12 CC2F13
01721 ¢ 0.1706 ¢ 0.9767 g 0.1834 g 0.4032¢ 11704 g
*
+ -+ + 5+ + 8+
ccizFs |* cc13F2 |° cc1iF2 |° CC3F2 ccar2 |8 gg;gFS
8.4mg 10.9 mg 0.560 9 31.4 mg 0.116 g 0739
(comPUESTO 1)  [COMPUESTO 2(a)]
cciar2 |** 2F2cF10 |%* F2F12-F2 |** cc2ors |7
*Namero de fracciones 0.112¢ 17.2mg 12.2mg 64.1 mg
adicionales de la misma ((compuesto 3]  [(comPuEsTO 4] [COMPUESTO 5(a) )
columna cromatografica. 5
CC15F3
85.7mg

Figura 2. Diagrama de fraccionamiento de Codium amplivesiculatum.

5.2.2.2 Fraccionamiento de Codium simulans

Se redisolvieron 52 g de extracto etandlico en diclorometano (CH,Cl,) y se
mezclaron con 50 g de silica gel de 60 A (230-400 de malla). La fase solida
obtenida después de evaporado el CH,CI, fue sometida a extraccion sélido-liquido
con disolventes de polaridad creciente: CH,Cl, al 100%, EtOH al 100% y agua
destilada. Se obtuvieron 3 fracciones: ESLF1 (18.50 g), ESLF2 (14.46 g) y ESLF3
(8.54 g). 10 g de la fraccion ESL1 se fraccion6 en una columna cromatografica
sobre silicagel de 60 A (230-400 de malla), en una proporcion 1:10 extracto-silica
gel, utilizando los sistemas de Hexano:CH.CI, (1:1, 3:7, 2:8), CH,Cl, (100%),
CH.Cl,:EtOH (9:1, 8.5:1.5, 8:2, 7:3, 6:4 y 4:6), EtOH (100%), EtOH:H,O (5:5) y
H,O (100%), 90 mL x 5 para cada sistema. Se obtuvieron 14 fracciones que se
agruparon de acuerdo a la polaridad creciente de los compuestos contenidos
(Figura 3).
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Se realiz6 la columna cromatografica con silica gel de 60 A, 230-400 de
malla de fase normal, para la union de las fracciones F3 y F4, la cual fue
nombrada con la clave C2ESL, con la proporcion extracto:silica gel de 1:20,
estabilizada con hexano al 100% y eluida con los sistemas de disolventes
siguientes: Hexano:CH,Cl, (1:1), CH»Cl, (100%), CH,CIl,:EtOH (9.5:0.5, 9:1., 8:2),
CH.Cl,: EtOH:H,0 (7.5:2.8:0.2) y EtOH 100%. Se obtuvieron 9 fracciones que al
realizar las TLC correspondientes, la F4 de esta columna mostré un compuesto
cristalizado, purificado en la columna C5ESL1 en las mismas condiciones de
separacion y obteniendo 5 fracciones, de las cudles la fraccion F2C5ESL1 mostré
cristales blancos, correspondiendo al compuesto 2(s) (Figura 3). La fraccion
F3C5ESL1 (13.8 mg), se procesd en la columna C6ESL1, en las mismas
condiciones de separacion y obteniendo dos fracciones en la cual la FIC6ESL1,
correspondio al compuesto 5(s), con caracteristicas de cristales blancos (Figura
3).

Las fracciones F7 y F8 se unieron para fraccionar el extracto en columna
cromatografica de silicagel, en las mismas condiciones que la anterior y con la
clave asignada C3ESL1, estabilizada con CH,Cl, al 100% y eluida con los
sistemas de disolventes siguientes: CH,Cl, (100%), CH,Cl,:EtOH (9.8:0.2, 9:5:0.5,
9:1, 8.5:1.5, 8:2) y CH,Cl,: EtOH:H,0 (7:3:0.2) y EtOH 100%. De esta columna se
obtuvieron 7 fracciones de las cuales se unieron las fracciones 5 y 6 para montar
la columna cromatografica C4ESL1 (24.1 mg), con silica gel en proporciéon 1:50,
de la cual se obtuvieron cuatro fracciones y la fraccion 2 de esta columna se lavo
sucesivamente con MeOH, para eliminar el pigmento amarillo y cuando se eliminé
todo lo posible con los lavados, se mont6 la columna cromatografica C7ESL1,
aislando la fraccibn uUnica F1 (19.8 mg), resultando el compuesto 5(s")
(F1C7ESL1) (Figura 3).
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Codium simulans. 06-010-40

630 g de alga seca, 51.76 g de extracto
etandlico. ESL en silicagel con DM 100%

' '

ESL1 ESL2 ESL3
185 9 14.46 9 8.54 9
C1ESLA1

Columna cromatografica 60 A 230-400 malla 10 Vols. x
90 mL. Estab. Hxn:DM (1:1). DM 100% ; DM:EtOH (9:1),
(8.5:1.5), (8:2 ), (7:3), (6:4), (4:6); EtOH100%; EtOH:H20 (5:5).

12+%
CCIF3y4 CC1F7y8
0.9867 ¢ 1.0445 g
3+
ccoFa o CC3F5y6
80.2 mg 73.5 mg

' 3+ 3+
CC5F2 CC5F3 CC4F2
221 mg 13.8 mg 241 mg

2
COMPUESTO 2(s)

2+
CC6F1 CC7F1
10.3 mg 19.8 mg

COMPUESTO5(s) ] [ COMPUESTO 5(s") }

*Numero de fracciones
adicionales de la misma
columna cromatografica.

Figura 3. Diagrama de fraccionamiento de Codium simulans.
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5.2.2.3 Fraccionamiento de Codium cuneatum

El extracto etandlico de C. cuneatum (21.55 g), se disolvié en CH,Cl,, al
cual se agrego6 silica gel de 60 A (230-400 de malla) y evaporando todo el
disolvente, se realizd extraccion solido-liquido con los disolventes de CH,Cl,
EtOH y Agua destilada (600 mL c/u). El extracto organico ESL1 (6.4 g), se
redisolvio nuevamente en CH,CI, al 100% y se agregaron 13 g de silica gel. Una
vez evaporado el disolvente, el adsorbente impregnado se eluyé con 300 mL de
los siguientes sistemas: Hexano (Hxn) 100%; Hxn: CH,CI, 1:1; CH,CI,:EtOH 9:1;
8:2; 7:3 y 5:5; EtOH 100%, obteniendo 7 fracciones que de acuerdo a la
caracterizacion por TLC, se agruparon en los compuestos de acuerdo a la
polaridad creciente . De acuerdo al patron de los compuestos obtenido de realizar
las TLC de las fracciones, se realizd la unién de las fracciones F1, F2 y F3 y se
realiz6 la columna cromatogréfica identificada como C2PESL1F3, de la cual se
obtuvieron 7 fracciones. Se realizé la union de las fracciones Fly F2 y se monto la
columna cromatografica CS5PESLIF3, con la obtencion de tres fracciones,
procesando nuevamente la F2 al identificar el compuesto mas separado por TLC.
Para acabar de purificar esta F2, se monté la columna C6PESL1F3, de la cual se
obtuvieron cuatro fracciones, con un compuesto cristalizado en la F3, identificado
como el compuesto 2(c) (Figura 4).

Con la fraccion F6 de ESL1, se mont6 una columna cromatografica
C3ESL1F6, en las condiciones ya descritas, estabilizada con CH,Cl, al 100%. La
elucion de la columna se realiz6 con los siguientes sistemas de disolventes:
CHCl, (100%) hasta eliminar la mayor parte de pigmento, CH,Cl,:EtOH (9:1, 8:2),
CH.Cl:EtOH:H,O (7:3:0.2), CH,CI;:MeOH:H,O (8:3:0.5), EtOH (100%) vy
EtOH:H,O (1:1). De esta columna se obtuvieron 10 fracciones de la cual la
fraccion 3 (F3), mostré la presencia de un compuesto con pigmento ligeramente
amarillo en la TLC, en un sistema de elucion en la fase movil de
CH,Cl;:EtOH:H,O (6.5:3.5:0.05), sometiendo a esta fraccibn a la columna
cromatografica C4PESL1, de la cual se obtuvieron cuatro fracciones, de las
cuales la fraccion 2 (F2) fue la que presentd mayor cantidad (343.3 mg) y se
someti6 a lavados sucesivos con MeOH y con la F2C4PESL1F6 ya
despigmentada (24.0 mg), se monté la columna C7PESL1F6, obteniendo una
Gnica fraccién con el compuesto 5(c) con aspecto de polvo blanco (9.7 mg),
(Fig.4).
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Codium cuneatum 09-004-40

220 g de alga seca, 21.55 g de extracto
etandlico. ESL en silicagel con DM 100%

! '

ESL1 ESL2 ESL3
64 g 9.329 242 g

C1ESLA1
Columna cromatografica 60 A 230-400 malla 6 Vols.x
90 mL. Estab. Hxn:DM (1:1). DM 100% ; DM:EtOH (9:1),
(8:2), (7:3),(5:3); EtOH 100%.

CC1Fl,2y3
2.019

5+
CC2F1y2
0.505 g
+
CC5F2 2
24.3 mg
3+
CC6F3
7.3 mg

COMPUESTO 2(c)

*Numero de fracciones
adicionales de la misma
columna cromatografica.

CC1F4

CC1F6

1541 9 2034 9

2+

CC3F3
0.310 g

9+

CC4F2
240 mg

3+

CC7F1
97 mg

EZOMPUESTO 5(cD

Figura 4. Diagrama de fraccionamiento de Codium cuneatum.
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5.2.2.4 Fraccionamiento de Codium fragile

La separacion del extracto ESL1 de C. fragile (21.16 g), se realiz6 con
extraccion solido-liquido impregnando el extracto con silica gel en proporciéon 1:2,
debido a la gran cantidad de pigmento que mostro este extracto, aplicando 500
mL de los sistemas de Hxn 100%, Hxn:CH,Cl, (1:1), CH,Cl, (100%), CH,Cl,:EtOH
(9:1, 8:2, 7:3, 5:5) y EtOH 100%. La cromatografia en capa fina mostré un patrén
de compuestos agrupados en 8 fracciones.

La separacion de la fraccion F7 de ESL1 se realiz6 en la columna
cromatografica en las condiciones que muestra la Figura 5, estabilizada con
CHCI;, al 100% identificada con la clave C2PESL7 y cuyos sistemas de elucion
correspondieron a CH,Cl, (100%), CH,CI,:EtOH (9:1, 8:2) (en este sistema de 8:2
se aplicaron ocho voliumenes debido a la gran cantidad de pigmento presente),
CH.CI;:EtOH:H,O (7:3:0.2), CH,Cl,:MeOH:H,O (8:3:0.5), EtOH (100%) y H,O
(100%).

Se obtuvieron once fracciones de las cuales se aprecié por medio de
cromatografia de capa fina el compuesto en la fraccion 7 (F7), que por arrastrar
todavia pigmento amarillo, se le hicieron lavados sucesivos con MeOH. Esta
fracciobn F7, se procesé en la columna cromatografica C3PESL7 (173.1 mg),
obteniendo la fraccién Unica de caracteristicas de polvo blanco (23.5 mg), con la
clave F1IC3PESL7 e identificado como compuesto 5 (f) (Fig. 5).

Las fracciones F3, F4 y F5 de ESL1 se unieron para el montaje de la
columna cromatogréfica CILPESLF3 (Fig. 5), de la cual se obtuvieron diez y seis
fracciones que por las caracteristicas del patron mostrado en cromatografia de
capa fina, hay compuestos diferentes en la fraccibn 1 y de la 2 hasta la 7 se
unieron, dejando aislada la fraccion 8 y de la fraccion 9 hasta la 16 se unieron en
una sola. De estas uniones ya no se separaron compuestos debido al gran

arrastre de pigmentos.

5.3 Caracterizacion estructural de los productos naturales

La caracterizacion estructural de los compuestos puros se realizo
mediante técnicas espectroscopicas. Los espectros de protén *H-RMN y de *C-
RMN, se realizaron en un equipo Mercury 300. Los espectros de infrarrojo se
realizaron en un espectréometro Perkin Elmer Spectrum equipado con escaner

ATR en un rango de frecuencia de 350 a 4500 cm™ con una resolucién de 4 cm™.
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El punto de fusion, se determind en un fusiometro marca Mel-Temp, Lab. Device,
USA. Estos andlisis se llevaron a cabo en el Departamento de Quimica Organica

de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas.

Codium fragile 10-002-40

1,060 g de alga seca, 141.94 g de extracto
etanolico. ESL en silicagel con DM 100%

' '

ESL1 ESL2 ESL3
21169 94.669 14979

C1ESLA1
Columna cromatografica 60 A 230-400 malla 10 Vols. x
90 mL. Estab. Hxn:DM (1:1). DM 100% ; DM:EtOH (9:1),
(8:2), (7:3),(5:3); EtOH 100%.

4+
CCIF3,4y5 CCIF7
10.72 g 203449
10+
cCoFat | CC3F7
1342 9 il
: " CC4F1
*Numero de fracciones 23.5 mg
adicionales de la misma
columna cromatografica. EOMPUESTO 5@

Figura 5. Diagrama de fraccionamiento de Codium fragile.
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5.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Para las pruebas de la actividad antibacteriana, los extractos y las
fracciones purificadas se redisolvieron en el disolvente apropiado, cargando
discos de papel filtro Whatman No. 42 de 6 mm de diametro, con 0.1 mL de los
extractos con una concentracion de 2 mg por disco, colocados en una siembra
masiva en medio de cultivo Muller-Hilton, con hisopo en la caja de petri, con una
suspension de un cultivo de 24 h de cada tipo de microorganismo a DOsgs=1, con
una concentraciéon aproximada de 109 UFC mL™, en solucién salina al 0.85 %.
Los microorganismos utilizados fueron S. aureus (ATCC-BAA-42) (resistente a
meticilina, penicilina, ampicilina/sulbactam oxacilina), E. coli (ATCC- BAA-196)
(resistente  a ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefazolina, gentamicina,
piperacilina, tobramicina y trimetropim/acido clavulanico) S. pyogenes (ATCC-
BAA-946) (resistente a eritromicina), V. parahaemolyticus (ATCC- 17802), V.
alginolyticus (ATCC-17749) y V. harveyi (ATCC-14126). Cada placa se sembro
por duplicado agregando los discos con control positivo de antibiético (eritromicina
a una concentracion de 10 pg disco™) y control negativo de discos impregnados
con el residuo de la concentracion de 100 mL del disolvente de extraccion, como
blanco de inactividad de cada disolvente. Las cajas cultivadas y con los discos de
extractos colocados, se incubaron a 37°C y se midieron los halos de inhibicion a
las 24 h. Las pruebas se realizaron tanto con los extractos organicos como con
los productos puros.

A las fracciones activas se les determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI), por el método de dilucion en caldo Muller-Hilton, preparando
series de dilucion de cinco tubos reduciendo a la mitad la concentracion inicial de
cada fraccion, desde 250 ug mL™ de extracto, hasta 15.125 pg mL™, inoculados
con 0.05 mL de suspensién bacteriana con una densidad de 2.5 x 10* UFC mL™,
dicha densidad de siembra obtenida de la suspension bacteriana en soluciones
salinas correspondientes a cada cepa a 5 x 10° UFC mL™. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado (NCCLS, 2000).

5.4.1 Evaluacion de la actividad antituberculosis
La actividad antituberculosis se determind contra la cepa Mycobacterium
tuberculosis HR37Rv (27294), sensible a isoniacida, rifampicina, estreptomicina,

etambutol y pirazinamida, mediante la microtécnica de “Alamar Azul”’. La CMI de
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las 12 fracciones obtenidas de C. amplivesiculatum se realiz6 con el cultivo de
microorganismos en microplacas de 96 pozos en caldo Middlebrook 7H9 (Becton
Dickinson), suplementado con 12% de glicerol y 10% de acido oleico-dextrosa -
catalasa (AODC). Se utiliz6 como inéculo una suspensién celular de 6 x 10°
células mL™ y rifampicina como control positivo. Se utilizaron filas de 6 pozos para
el ensayo de cada extracto al que se agregan 100 pL de medio Middlebrook 7H9,
el rango de concentraciones de extractos fue de 100, 25, 12.5, 6.25y 3.13 pg mL"
! disueltos en dimetilsulféxido (DMSO), a un nivel subtdxico del disolvente para la
cepa micobacteriana. Se adiciond el in6culo en una proporcion 1:20. Se dispuso
de un control del medio solo con 200 pL para garantizar su esterilidad, un control
de in6culo positivo 1:100, para garantizar el crecimiento del 1% de la poblacion
bacilar y un control de in6culo bacteriano sin antibiotico. Se realizé duplicado para

todos los casos (Molina-Salinas et al., 2006).

5.5 Evaluacion de la actividad antiviral

Previo al ensayo antiviral, se evalué la citotoxicidad de los compuestos
aislados de C. amplivesiculatum: CC13/F2 y CC20/F5, para determinar la
viabilidad celular a la mejor dosis (por encima o igual al 80%), utilizando el kit
Cytotox 96, Promega'™, para detectar por colorimetria, la liberacién de la enzima
deshidrogenasa lactica (DHL) por las células muertas de la linea celular de
hepatocitos humanos utilizada (Huh-7). Las concentraciones probadas fueron de
10 a 150 ng pL™. Como control negativo se realizé el cultivo sin la presencia de
los compuestos y evaluados de la misma forma. Todas las determinaciones se
hicieron por cuadruplicado.

La evaluacion antiviral se realiz6 utilizando los extractos puros de C.
amplivesiculatum, utilizando la técnica de multiplicidad de infeccion (Castafieda,
2007), determinada con mezclas de una cantidad fija de virus de dengue DENV 2
cepa “New Guinea C”, incubando durante una hora a 37°C con las
concentraciones de 100 y 150 ng uL™ de cada compuesto CC13F2 y CC20F5. El
control se realizé con la mezcla del virus y dimetilsulféxido (DMSO) en suero fetal
bovino (SFB) al 0.5%. Después de la incubacion, se infectaron monocapas de las
lineas celulares Huh-7 durante una hora y transcurridas 48 h post-infeccion, se
determind la proteina no estructural del virus (NS1), secretada al medio de cultivo

por las células infectadas y liberada al sobrenadante mediante el kit de Platelia™
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Dengue NS1 AG BioRad™. Los niveles secretados de proteina estan
correlacionados con los titulos virales. Los bioensayos se hicieron por

cuadruplicado.

5.6 Evaluacion citotoxica de las fracciones purificadas obtenidas de C.
amplivesiculatum
La actividad citotoxica de compuestos aislados de C. amplivesiculatum,
se evaluo frente a lineas celulares tumorales de cancer de préstata (PC-3), de
cancer de colon (HCT-15) y de cancer de mama (MCF-7), mediante bioensayo de
inhibicién de crecimiento celular con sulforhodamina B (SRB) (Skehan et al.,
1990).

Medida de la inhibicion del crecimiento celular por ensayo colorimétrico con
sulforhodamina B (SRB) (Skehan et al., 1990)

Las células se sembraron en placas de microdilucion de 96 pozos, con 5 X
102 células por pozo en alicuotas de 190 pL de medio y se dejaron crecer durante
18 h hasta que se adhirieron a la superficie de la placa. A continuacion se
afiadieron alicuotas de 10 pL de los compuestos a ensayar disueltos en
DMSO/H,O (1:9), a una concentraciéon de 50 pg mL™. Después de 48 h de
exposicion, el efecto antitumoral se midi6 mediante la metodologia SRB. Para ello
el contenido de las celdas se fij6 con acido trifluoroacético al 50% y se incubé a
4°C durante 60 minutos, tras los cuales, las placas se lavaron con agua
desionizada y se secaron. A continuacion se afiadieron 100 uL de una disolucién
de SRB (0.4% (p/v) al 1%, se secaron y se solubilizaron con una disolucion
tamp6n Tris. La densidad Optica se registr6 mediante un lector
espectrofotométrico automéatico a 490 nm de longitud de onda.

Se midié la actividad del compuesto en porcentaje de inhibicion de
crecimiento (% IC) a la concentracién de 50 pug mL™, registrando los resultados de
la siguiente forma:

%IC = 0. No hay inhibicion del crecimiento.

%IC entre 0-49. Débil inhibicion del crecimiento.

%IC entre 50-99. Inhibicidn del crecimiento de moderada a alta.
%IC = 100. Inhibicion total de crecimiento.

%Gl > 100. Muerte celular.
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El registro de la actividad de los compuestos se expresé como ICsg, que
es la concentracion que causa el 50% de inhibiciébn del crecimiento, realizando

también un control de células sanas.

6. RESULTADOS
6.1 Aislamiento y purificacion de los extractos

Con respecto a la obtencion de extractos etandlicos y fraccion organica, la
Tabla 4 muestra el rendimiento porcentual en base seca, el cual muestra variacion
particularmente en el rendimiento de los extractos crudos, mientras que el
rendimiento de fase organica resulté mas homogeneo con excepcion del caso de

C. amplivesiculatum.

Tabla 4. Rendimiento porcentual en base seca de extracto etandlico y fase

organica obtenidos de las especies de Codium estudiadas.

C. amplivesiculatum C. simulans  C. cuneatum C. fragile

Extracto 4.7 8.2 9.8 13.4
etandlico

Fase 0.68 2.9 2.9 2.0
organica

6.2.1 Productos naturales aislados de Codium amplivesiculatum
1-Octadecanol (1), semisélido blanquesino a temperatura ambiente. IR-ATR [v
en cm™ (%T)]; 3324 (75.3), 2974 (84.1), 2942 (82.1), 2831 (84.2), 1449 (85.9),
1414 (86.5), 1088 (84.1), 1024 (30.8), 880 (85.3), 737 (73.7), 623 (73.8). *H-NMR
(300 MHz, CDCl3); 6 0.89 (3H, t, J = 7.0 Hz, H-18), 1.20 (2H, s amplio, H-16), 1.28
(s amplio), 1.56 (2H, m, H-2), 3.64 (2H, t, J = 6.4 Hz, H-1). El compuesto 1, mostro
bandas de absorcion de infrarrojo caracteristicas de un alcohol primario de
naturaleza alifatica (Apéndice A.1). Esa asignacion fue confirmada al analizar los
datos de 'H-RMN (Apéndice A.1). Después de integrar cuidadosamente el area
bajo cada pico se determind que la longitud de la cadena hidrocarbonada debia
ser de 18. Esto ultimo permitié suponer que la estructura quimica de 1 podria ser
1-octadecanol. Lo cual fue confirmado al comparar la informacion espectroscopica
obtenida contra aquella reportada en la Spectral Database for Organic
Compounds, SDBS (2003) (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacién de las sefiales obtenidas por RMN de *H del compuesto

1, con las reportadas en la base de datos SDBS (2003).

SDBS (2003) Compuesto 1

o) m 0 m
Sefal (ppm) (ppm) Formula del 1-Octadecanol
90 MHz 300 MHz
CDCl3 CDCl3
A 3.62 3.64
B 1.56 1.56 CH3; —(CH,)15s —CH, —CH, —OH
C 1.55 (E) (D) ® @B (©
D 1.26 1.20-1.28
E 0.89 0.89

Clerosterol 2(a) (CC13F2 y CC15F3): Cristales blancos, punto de fusién: 131-
132°C. IR-ATR (v en cm™, %T) 3327 (97), 2933 (87), 2850 (90), 1644 (96), 1452
(90), 1332 (94), 1244 (96), 1193 (95) 1108 (95), 1043 (83), 1022 (88), 884 (81),
839 (93), 800 (91), 739 (93), 626 (90), 558 (89) (Apéndice A.4). *H-RMN (300
MHz, CDCI3) & 0.69 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, t, J = 7.4 Hz, H-29), 0.92 (3H, d, J =
6.5 Hz, H-21), 1.02 (3H, s, H-19), 1.58 (3H, s, H-27), 3.51 (1H, m, H-3), 4.66 (1H,
doblete amplio, J = 2.3 Hz, H-26), 4.73 (1H, doble doblete amplio, J = 2.3, 1.4 Hz,
H-26), 5.36 (1H, doblete amplio, J = 5.2 Hz, H-6) (Apéndice A.3). El compuesto 2
fue identificado por comparacion de la informacion espectral de *H-RMN (Tabla 6)
como (24S) -24-metilcolesta-5,25-dien-3-B-0l, comunmente conocido como

clerosterol (Figura 6).
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Tabla 6. Comparacion de sefiales de *H-RMN (8 en ppm) del compuesto 2(a) con aquellas reportadas en la literatura

para clerosterol.

Compuesto 2(a)
(CDCls3, 300 MHz)

Ahmad, et al. (1993)
(CDCls3, 400 MHz)

Sheu, et al. (1995)
(CDCls3, 400 MHz)

Saleem (2000)
(CDCls3, 400 MHz)

0.69 (3H, s, H-18)
0.82 (3H, t, J = 7.4 Hz,
H-29)

0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz,
H-21)

1.02 (3H, s, H-19)
1.58 (3H, s, H-27)
3.51 (1H, m, H-3)

4.66 (1H, d amp., J = 2.3 Hz,

H-26)
4.73 (1H, dd amp., J = 2.3,
1.4 Hz, H-26)

5.36 (1H, d amp., J =5.2 Hz,

H-6)

0.66 (3H, s, H-18)
0.79 (3H, t, H-29)

0.89 (3H, d, H-21)
0.99 (3H, s, H-19)
1.55 (3H, s, H-27)
3.5 (1H, m, H-3)
4.62 (1H, s amp., H-26)

4.71 (1H, s amp., H-26)

5.34 (1H, t dist., H-5)

0.67 (3H, s, H-18)
0.80 (3H, t, H-29)

0.90 (3H, d, H-21)
0.95 (3H, s, H-19)
1.57 (3H, s, H-27)
4.12 (1H, m, H-3)
4.64 (1H, s amp., H-26)

4.73 (1H, s amp., H-26)

5.60y5.83 (1H, dd, H-6 y
H-7)

0.66 (3H, s, H-18)
0.67 (3H, t, J = 7.4 Hz,
H-29)

0.77 (3H,d, J=6.6 Hz,
H-21)

0.99 (3H, s, H-19)
1.65 (3H, s, H-26)
3.51 (1H, m, H-3)
4.63 (1H, amp., H-27)

4.51 (1H, amp., H-27)

5.32 (1H, t dist., H-5)
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CH,

-

Figura 6. Estructura del clerosterol.

Compuestos 3 (2F2CF10 igual a 5F2CF10) y 4 (F2CC1F12-F2) no pudieron ser
identificados debido a problemas técnicos.

Diacilglucoglicérido (5 (a), CC20F5): Polvo amorfo de color blanco. IR-ATR [v
en cm™, (%T)]; 3490 (96), 2920 (72), 2836 (77), 1745 (82), 1732 (81), 1633 (98),
1493 (89), 1324 (94), 1332 (93), 1294 (87), 1243 (80), 1215 (77), 1122 (82), 1050
(70), 1034 (66), 911 (96), 821 (96), 750 (90), 580 (88), 523 (84.5) (Apéndice A.8).
'H-NMR (500 MHz, CDCls); & 5.30 (1H, s), 4.93 (1H, s), 4.45 (1H, d), 4.18 (1H, s),
4.07 (1H, d), 3.81 (1H, m), 3.74 (1H, m), 3.65 (2H, m), 3.35 (2H, m), 3.23 (1H, m),
3.13 (1H, s), 2.95 (5H, m), 2.7 (s), 2.2 (s), 1.9 (s), 1.66 (s), 1.22 (s), 0.85 (s)
(Apéndice A.5 y A.5.1). ®*C-NMR (500 MHz, CDCls); § 172.5, 172.3, 104.4, 98.0,
72.5, 725, 71.2, 69.2, 67.6, 65.1, 62.0, 53.7, 33.4, 33.2, 31.0, 28.8, 28.7, 28.6,
28.6, 28.4, 28.4, 28.2, 24.0, 24.0, 21.7, 13.3 (Apéndice A.6 y A.6.1). La estructura
quimica del compuesto 5(a) no fue completamente determinada. Sin embargo,
con base en la interpretacion de los datos espectroscépicos se logré definir como
un diacilglucoglicérido. El espectro de infrarrojo de 5(a), mostr6 bandas de
absorcion caracteristicas de un carbonilo tipo éster y una funcion hidroxilo. El
espectro de *C-RMN mostré sefiales de glicerol esterificado a & 69.2, 67.6, 65.1
ppm. Adicionalmente se observo la resonancia de dos carbonilos a 6 1725 y
172.3 ppm, lo que dio la idea de dos &cidos grasos sustituyentes. Ademas se
observd una sefal a 104.4 ppm asignable al carbén anomérico de un azlcar.

También se observaron los metinos oxigenados respectivos. En conjunto, esta
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informacion sugiere que el compuesto 5(a) podria ser establecido como un
diacilglucoglicérido. Estos datos son consistentes con los reportados para el
codiésido A extraido a partir de Codium iyengarii (Saleem, 2000). Sin embargo,
existen diferencias notables entre ellos, 10 que permite suponer que el compuesto

5 (a), podria ser una adicion a la serie de codiosidos conocidos.

6.2.2 Productos naturales de Codium simulans, C. cuneatum y C. fragile
Clerosterol (compuesto 2(s), F2C5ESL1): El compuesto 2(s) obtenido de C.
simulans mostréo el mismo Rf que el compuesto 2(a) aislado a partir de C.
amplivesiculatum. Una comparacion rapida por medio de espectroscopia de
infrarrojo confirmo6 que el compuesto 2(s) es clerosterol (Apéndice A.11). De la
misma manera, el compuesto 2(c) aislado a apartir de C. cuneatum (Apéndice
A.7).

Diacilglucoglicérido (compuesto 5(s), FIC6ESL1): ElI compuesto 5(s) mostrd
las mismas caracteristicas de absorcién de infrarrojo que el diacilglucoglicérido
obtenido a partir de C. amplivesiculatum. Adicionalmente, fue re-aislado de la
union de fracciones F6 y F7 del procesamiento del extracto organico inicial en la
columna C2ESL1 [compuesto 5(s) (F1C7ESL1)]. La identificacion se realizd por
medio de una comparacion rapida de los espectros de infrarrojo correspondientes,
segun se muestra en la Figura 7. De la misma manera los compuestos 5(c) y 5
(f) aislados a partir de C. cuneatum y C. fragile (Apéndice A9 y A.10,

respectivamente).

6.2.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Los resultados de la actividad antimicrobiana de fracciones del extracto
organico de cada especie de Codium ensayada contra Staphylococcus aureus
(ATCC-BAA-42), Escherichia coli (ATCC-BAA-196), Streptococcus pyogenes
(ATCC-BAA-946), Vibrio parahaemolyticus (ATCC-17802), Vibrio alginolyticus
(ATCC-17749) y Vibrio harveyi (ATCC-14126) se muestran en las Tablas 7 a 10.
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Figura 7. Comparacion de los espectros de infrarrojo del diacilglucoglicérido 5 (a),
(CC20F5) obtenido de C. amplivesiculatum (arriba), el compuesto 5(s),
(F1C6ESL1, medio) y compuesto 5(s”) (FIC7ESL1, abajo) aislados de

Codium simulans.
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de fracciones y productos puros de Codium
amplivesiculatum determinada por el método de difusiébn en agar (halos

enmm, n = 2).

. Microorganismo
Fracciones/

Compuestos 1 2 3 4 S 6

ESLF1 9 - - - - -

ESLF2 - - - 8 - -
ESLF3 7 - - - - -
ESLF4 - - 17.5 - - -
ESLF5 8 - 11 - - -
ESLF6 8 - 14 - - -
ESLF8 - - - - - -
ESLF13 9.5 - 14 - - -
ESLF14 - - 7 - - -
ESLF15 - - 9.5 - - -
ESLF16 - - 7 - - -
ESLF17 - - 9.5 - - -
ESLF20 - - - - - -
ESLF21 - - - - - -
ESLF22 - - - - - -

ESLF24a ) ) ) ) ) )

Clerosterol
CC13F2
Codiosido
CC20F5

1. Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42); 2. Escherichia coli (ATCC-BAA-196); 3. Streptococcus
pyogenes (ATCC-BAA-946); 4. Vibrio parahaemolyticus (ATCC-17802); 5. Vibrio alginolyticus (ATCC-
17749); 6. Vibrio harveyi (ATCC-14126).
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Tabla 8. Actividad antibacteriana del extracto orgénico y fracciones de
Codium simulans determinada por el método de difusion en

agar (halos en mm, n = 2).

Microorganismo

Fracciones 1 2 4 5 6
ESLF1 - - - 12.5 -
ESLF2 - - 5 7 7.5
ESLF3 - - 5 8.5 9
ESLF4 - - 7 23 10.5
ESLF5 - - - 21 10.5
ESLF6 - - ) - -
ESLF7 - - i - -
ESLF8 - - ) - -
ESLF9 - - ) - -
ESLF10 - - 7 6.5 -
ESLF11 - - - - -
ESLF12 - - - - -
ESLF13 - - . - -
ESLF14 - - - -

Extr. Organico

1. Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42); 2. Escherichia coli (ATCC-BAA-196); 4.
Vibrio parahaemolyticus (ATCC-17802); 5. Vibrio alginolyticus (ATCC-17749); 6. Vibrio
harveyi (ATCC-14126).



Tabla 9. Actividad antibacteriana del extracto organico y fracciones de Codium

cuneatum determinada por el método de difusién en agar (halos en

mm, n = 2).

Fracciones 1

Microorganismo
4

ESLF1 -

ESLF2 8
ESLF3 14
ESLF4 -

ESLF5 }
ESLF6 }

ESLF7 }
ESLF8 -
ESLF9 -
ESLF10 )
ESLF11 )
ESLF12 }
ESLF13 -

ESLF14 }

Extracto
orgénico

115
9.5

1. Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42); 2. Escherichia coli (ATCC-BAA-196); 4. Vibrio
parahaemolyticus (ATCC-17802); 5. Vibrio alginolyticus (ATCC-17749); 6. Vibrio harveyi (ATCC-

14126). n/e = no evaluada.
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Tabla 10. Actividad antibacteriana del extracto organico y fracciones de Codium
fragile determinada por el método de difusion en agar (halos en mm,
n=2).

Microorganismo*
Fracciones 1 2 4 5 6

ESLF1 - - - - -

ESLF2 8 - - - -
ESLE3 8.5 ] 8 - 9
ESLF4 - - - - 9
ESLF5 8 - - - 8
ESLF6 - - - - 10
ESLF7 - - - - 10
ESLF8 - - - - -
ESLF9 - - - - -
ESLF10 - - - - -
ESLF11 - - - - -
ESLF13 - - - - -
ESLF14 - - - - -

Extracto - . - .
Orgénico

1. Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42); 2. Escherichia coli (ATCC-BAA-196); 4. Vibrio
parahaemolyticus (ATCC-17802); 5. Vibrio alginolyticus (ATCC-17749); 6. Vibrio harveyi (ATCC-
14126). n/e = no evaluada

De los resultados obtenidos de las cuatro especies de Codium, se
observa que el efecto antibacteriano es mayor con las primeras fracciones del
extracto organico, donde se obtuvieron fracciones menos polares, ya que la
elucion inicial se realizé con disolventes de baja polaridad.

La determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CMI) de las
fracciones activas por el método de dilucién en caldo mostrd que la fraccion F3 de
C. amplivesiculatum y la F11 de C. simulans fueron capaces de inhibir el
desarrollo de S. aureus y V. parahaemolyticus, respectivamente a una
concentracién de 125 pg mL™. El resto de las fracciones mostraron valores de
CMI > 250 pug mL™.
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Tabla 11. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las fracciones activas vs. microorganismos ensayados del extracto
organico de Codium spp.

Microorganismo

Alga

1 2 3 4 5 6 7
. F4, F5, F6, F2 (100);
C. amplivesiculatum I:F?’S(lFZGSi/’ Eg } F8, k9, F10, F2 (>250) Celskay - (demas
' (;250) F11, F12, F13 CC20F5 (n/e) fracciones:
' (n/e) >100)
F3, F4yF5 F2, F3, F4
C. simulans - } n/e (>250); FF15’ Fle’OF?r; /2)4 ' y F5 (n/e)
F11 (125). ’ © (>250).
F3,F4y
C. cuneatum F2y F3 (>250), } n/e |(:>32>ég)4 - F5 (n/e)
: (>250).
F3, F4, F5,
C. fragile F2,F3y F5 - ne F3 (>250) i F6y F7 (n/e)
(>250). (>250)

1. Staphylococcus aureus (ATCC-BAA-42); 2. Escherichia coli (ATCC-BAA-196); 3. Streptococcus pyogenes (ATCC-BAA-
946); 4. Vibrio parahaemolyticus (ATCC-17802); 5. Vibrio alginolyticus (ATCC-17749); 6. Vibrio harveyi (ATCC-14126); 7.
Mycobacterium tuberculosis (HR37Rv-27294). CMI en pg mL™ (entre paréntesis). n/fe=no evaluada. n = 2
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6.3 Evaluacion de la actividad antituberculosis

Doce fracciones de C. amplivesiculatum fueron evaluadas contra M.
tuberculosis (cepa: HR37Rv-27294), de las cuales solo la fraccion F2, mostré una
CMI de 100 pg mL™. El resto mostraron CMI > 100 pg mL™ (Tabla 11).

6.4 Evaluacion de la actividad antiviral

Los resultados del efecto del clerosterol (compuesto 2(@)) y el
diacilglucoglicérido (compuesto 5(a)) sobre la viabilidad celular de la linea Huh-7,
fueron superiores al 80% de supervivencia, manteniendo niveles por arriba del
90% con el diacilglucoglicérido y de 84% con el clerosterol a la méxima

concentracion de prueba (Tabla 12).

Tabla 12. Citotoxicidad de los compuestos 2(a) y 5(a) (CC13F2 y CC20F5) sobre
la linea celular Huh-7 (derivada de hepatocitos humanos), los
resultados se expresan en porcentaje de viabilidad celular.

Concentraciones ng pL™

Compuesto
P Control 10 50 100 150

CC13F2 84.1+0.75 88.1+0.63 925+0.82 91.1+0.71 83.9+0.91

CC20F5 84.1+0.73 88.1+0.70 91.1+0.81 91.1+0.74 93.2+0.89

Después de verificar la viabilidad celular se condujo el ensayo de
infeccion viral. Los resultados de la actividad antiviral sobre las monocapas de
células Huh-7 de hepatocitos humanos, pretratados con clerosterol (compuesto 2)
y el diacilglucoglicérido (compuestos 5) mostraron una inhibicion de la infeccion
del virus del dengue DENV2, con valores de 40% y 74% de inhibicidn,
respectivamente, a 150 ng uL™ durante 48 horas post-infeccion, comparados con
los valores obtenidos con la infeccion de las células y sin la infeccion celular,

solamente con el vehiculo (Tabla 13).
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Tabla 13. Actividad antiviral de clerosterol y el diacilglucoglicérido contra el
virus del dengue DENV2 expresada como porcentaje de la infeccion.

Concentraciones ng uL'1

Compuesto
Control 100 150
clerosterol 99.8 £0.47 69.8 £0.45 59.9 £0.33
diacilglucoglicérido 99.8 +0.41 62.2 £0.70 26.2 +0.81

*Técnica de multiplicidad de infeccion. Se utilizd el kit de Platelia™ Dengue NS1 AG
BioRad™, para determinar la proteina no estructural del virus (NS1) secretada al medio de

cultivo por las células infectadas y correlacionada con los titulos virales.

6.5 Evaluacion citotéxica de compuestos puros obtenidos de C.
amplivesiculatum

La Tabla 14 muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de
varias lineas tumorales frente a clerosteroles (CC13F2 y CC15F3) y el
diacilglucoglicérido. De acuerdo con ello, ninguno de los compuestos probados
mostrd reduccion significativa del crecimiento celular a la concentracion de
prueba. Se confirma el resultado de baja citotoxicidad contra células Huh-7 de
hepatocitos humanos, El mayor porcentaje de inhibicibn del crecimiento fue
obtenido por el diacilglucoglicérido sobre la linea celular de cancer de mama
MCF-7, seguido de la linea celular de cancer de colon HCT-15. Sin embargo y de
acuerdo a la clasificacién para el nivel de citotoxicidad sobre las lineas celulares
ensayadas, se considera una débil inhibiciébn del crecimiento, respaldando este
resultado el ensayo previo de citotoxicidad para la determinacion de actividad
antiviral, sobre células Huh-7 de hepatocitos humanos, donde se obtuvo una

viabilidad celular entre el 84% y el 93% con los mismos compuestos.
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Tabla 14. Citotoxicidad* de clerosteroles (compuestos 2(a) y 2(@") y el
diacilglucoglicérido, en porcentaje de inhibicion del crecimiento

sobre lineas celulares cancerosas humanas. Probadas a 50 pg

mL™.

Compuesto PC-3 HCT-15 MCF-7
Diacilglucoglicérido 11.8+5.0 34.6 +0.76 36.3 +0.81
Clerosterol 2(a) 21.0 £0.3 11.9 £3.2 95+1.1
Clerosterol 2(a") 0.0 7.1+2.0 4.3 +4.0

*Inhibicién del crecimiento celular por ensayo colorimétrico con sulforhodoamina B (SRB,
Skehan et al. 1990) Células cancerosas humanas PC-3:préstata; HCT-15:Colon; MCF-7:
Mama. Promedio + error estandar por triplicado de experimentos independientes.

7. DISCUSION
7.1 Aislamiento y purificacién de los productos naturales

El rendimiento porcentual de los extractos crudos etandélicos obtenidos de
las especies de Codium ensayadas, varia entre un intervalo del 4 al 13%. El
contenido de metabolitos secundarios no solo depende del organismo, sino que
también del ambiente que proporciona diferentes condiciones, tales como:
depredacion, competencia espacial, epibiosis, estadio fisiolégico, intensidad de
luz, temperatura, disposicién de nutrientes entre muchas otras (Hay et al., 1994,
Amsler et al., 2005; Amsler, 2008; Rindi et al., 2012).

7.1.1 Productos naturales aislados a partir de C. amplivesiculatum, C.
simulans, C. cuneatum y C. fragile

Para el caso de C. amplivesiculatum, el aislamiento e identificacion de 1-
octadecanol (CC12F3) y clerosterol (CC13F2, Figuras 5y 6), corresponden al
primer reporte sobre su composicion. El aislamiento de clerosterol a partir de esta
especie de Codium, aumenta la robustes de este metabolito como marcador
guimiotaxondmico del género, ya que hasta donde se sabe, las algas de este
género son los unicos productores marinos de clerosterol (Ahmad et al., 1992;
Ahmad et al., 1993; Sheu et al., 1995; Shuai et al., 2005; He et al., 2010). Por otro
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lado, la presencia de 1-octadecanol en C. amplivesiculatum, parece sugerir que
esta alga, ademas de contener una variedad de &cidos grasos insaturados,
contiene alcoholes de cadena larga, derivados del correspondiente acido graso,
generando interrogantes en cuanto a su biosintesis. Sin embargo, debido a que
este es uno de los escasos reportes de alcoholes de cadena larga en algas
marinas desconocemos su significancia biologica. Esto ultimo ofrece una nueva
oportunidad para investigar y comparar las rutas biosintéticas de los metabolitos,
la influencia del ambiente, en las relaciones tréficas, por mencionar algunos (Silva
et al. 1984; Aliya et al.,, 1991; Sanhueza et al., 2002; Dembitsky et al., 2003;
Goecke et al., 2010; Holdt & Kraan, 2011).

El alcohol de cadena larga 1l-octadecanol mostr6 un punto de fusion
bajo, con las bandas caracteristicas en el espectro de infrarrojo, grupo funcional
hidroxilo, sin que se observen bandas para otros grupos funcionales como
carbonilos, alquenilos y arilos. Las sefales coinciden con el espectro de infrarrojo
obtenido con disco de KBr de la base de datos de SDBS (2003), donde la Unica
diferencia es la intensidad de transmitancia de las sefales debido al tipo de
espectro de infrarrojo obtenido. El espectro de *H-RMN se caracterizé por exhibir
un triplete a & 3.64 ppm (J=6.4 Hz) de protones geminales a un grupo hidroxilo,
con seflales remanentes, consistentes con un alcohol primario saturado. La
estimacion de la cadena de 18 carbonos se determind por el promedio del &rea de
integracion de las sefiales a 6 1.56, 1.28, 1.20 y 0.89. Una vez comparados estos
desplazamientos con los reportados en la base de datos SDBS (2003) se
establecio su identidad, siendo el primer reporte de alcoholes de cadena larga en
especies de algas del género Codium. Los alcoholes de cadena larga son de
amplia distribucion en el medio terrestre y regularmente estan asociados al
contenido de acidos grasos (Kaya et al., 2003; Boussaada et al., 2008; Tlili et al.,
2011). Este, es el primer reporte de 1-octadecanol en clorofitas y especificamente
en C. amplivesiculatum, lo cual aumenta la incertidumbre con respecto a su
significancia.

El compuesto 2 fue identificado como clerosterol por comparacion de las
sefiales de *H-RMN con respecto a la literatura (Ahmad et al.,1993; Sheu, et al.,
1995; Saleem, 2000) e identificado por primera vez a paritr de Codium fragile
(Rubinstein & Goad, 1974), C. bursa (Romeo & Toscano, 1983). Aunque en
espectros de infrarrojo de esteroles similares como el fucosterol, demosterol,
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estigmasterol y colesterol entre otros, se obtengan similitudes en las sefiales
principales debido al nucleo que define el esterol, la diferencia se hace visible en
la orientacion que tienen los grupos metilos y etilos. En el caso del estigmasterol
(Figura 8), que tiene un espectro de infrarrojo muy parecido al clerosterol, las
sefiales contienen metilos con otra orientacion del doble enlace a partir del C-22,
con un porcentaje de transmitancia entre el 90-95% en el rango de frecuencia
entre el 0 y 700 cm™ del espectro de infrarrojo, indicando que disminuyen los
grupos metilos presentes (Figura 9), no asi en el clerosterol, cuyos grupos metilos
se encuentran mas alejados del nucleo esterol y muestra el porcentaje de

transmitancias de grupos metilos en el mismo rango.
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Figura 8. Estructura quimica del estigmasterol (24-etil-5,22-colestadien-3-3-ol),
SDBS (2003).
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Figura 9. Espectro de IR-nujol de estigmasterol con diferencia de la orientacion

de metilos hacia la frecuencia entre 0 y 850 cm™(SDBS, 2003).
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Ademas del clerosterol [(24S)-24-etilcolesta-5,25-dien-33-0l] se ha
reportado el aislamiento de algunos derivados oxigenados a partir de C. arabicum
(Sheu et al.,, 1995), glucosilados de C. iyengarii (Ahmad et al.,, 1992) y
esterificados con cadenas de acidos grasos (He et al., 2010).

Hasta ahora queda manifiesta la importancia quimiotaxonémica del
clerosterol, ya que de todos los géneros de macroalgas, Codium es la Unica
macroalga que lo contiene y los esteroles son una base para clasificacion de
macroalgas. Las Rhodophyceae, que tienen esteroles de 27 carbones
predominando el colesterol, las Pheophyceae de 29 carbones, con el fucosterol
como componente principal.

La sintesis del clerosterol en plantas terrestres indica que hay
transferencia del grupo metilo de la S-adenosil-metionina, hacia la posicion del
carbono 28 del precursor de esterol: 24-metileno-esterol. Existe migracién de
protones del carbono 25 al 24 y posterior desprotonaciéon del carbono 26,
revelandose que la biosintesis es por la alimentacion del carbono 28 desde una
posicion 28-si (Koami et al., 2002). Es precursor de fitoecdisteroides como
ciasterona, isociasterona y 29-norciasterona en la planta Ajuga reptans var.
atropurpurea (Okuzumi et al., 2003; Fujimoto et al.,, 2000), lo que deja
interrogantes en cuanto a la funcién como precursor y los alcances que pudiera
tener en el metabolismo del género Codium.

Los compuestos 3 y 4 de C. amplivesiculatum quedaron pendientes de
identificacion debido a problemas técnicos.

El compuesto 5(a) (diacilglucoglicérido) mostré un Rf=0.44, similar al de
los codiosidos, nombre propuesto para los compuestos provenientes de C.
iyengarii, cuyas estructuras fueron definidas con ayuda de cromatografia de gases
acoplado a masas, espectroscopia positiva FAB de masas y RMN de 'H y *3C,
hidrolisis acida, de la cual se obtuvieron cuatro codidsidos (A, B, C y D, Figura 10)
(Saleem, 2000). Estos codiosidos estan compuestos por moléculas de glicérido
unidos a una molécula de glucosa y en algunos casos de diterpenos aciclicos,
esterificados con las cadenas de acidos grasos.

La coincidencia de las sefiales de RMN de *H y **C del compuesto 5(a)
(CC20F5) con los desplazamientos quimicos reportados por Saleem (2000),
sugieren una estructura similar. Adicionalmente, el espectro de IR-ATR del

compuesto 5 presenté bandas de absorcion a 3490 cm™ caracteristicas de los
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grupos OH, 1745-1732 cm™ atribuible al grupo funcional carbonilo (C=0), 1633
cm™ para la insaturacién del cido graso (C=C) y de 1122 cm™ para los enlaces
éster (C-0).

H31C o]
R
o]

H,OH OR

o]

OH

Codidsido Ay B
A:R=H
B: R = COC15H31

OR,

HO
OH

Codidsido Cy D SIS
C:R1=R2=H H,OH
D: R1 = COC15H31, R2= Q,

HO
OH

Figura 10. Estructura quimica del codiésido A, B, C y D. (Saleem, 2000).

Los productos naturales aislados de C. simulans de acuerdo al diagrama
de fraccionamiento de la fraccion organica (Figura 3), también correspondieron a
clerosterol (F2C5ESL1) (compuesto 2 (s)) y el diacilglucoglicérido, compuesto
5(s) (FIC6ESL1) y compuesto 5(s”) (FLC7ESL1), similar al reportado a partir de
C. iyengarii (Saleem, 2000). Esto resulta interesante en el sentido de su utilidad
como marcadores quimiotaxonémicos, al igual que el clerosterol. Esa idea se
robustece con el aislamiento de los mismos compuestos a partir de C. cuneatum y
C. fragile. Lo que sugiere que la maquinaria biosintética necesaria para la
produccion de estos metabolitos es altamente conservada en el género. En ese
sentido, falta demostrar hasta que punto los glucoglicerolipidos como los

codiosidos, son exclusivos de este genero (Shuai et al., 2005). Es necesario
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comentar que aunque ya son compuestos conocidos, es la primera vez que se

reportan para las especies del presente estudio.

7.2 Evaluacién de la actividad antibacteriana de Codium spp. de B.C.S.

La actividad antimicrobiana de las fracciones de las especies de Codium
ensayadas en este estudio no mostré ningun patrén especifico. Esto Gltimo no
resulta sorprendente, ya que la variacion de la composicion quimica de un
organismo esta influenciada por el ambiente en que se desarrolla y su estado
fisiologico (Amsler, 2008). En el norte de Sri Lanka, se encontré que los extractos
crudos etandlicos de C. fragile mostraron inhibicion del crecimiento de E. coliy S.
aureus con halos de 10 y 9.2 mm respectivamente. En contraste con los
resultados de este estudio, ningun extracto/fraccion/compuesto mostro actividad
contra E. coli. Las diferencias pueden ser explicadas en términos de las
diferencias en los procedimientos de manejo de muestra y fraccionamiento
(Jeyaseelan et al., 2012). Sin embargo, en el presente estudio cinco fracciones de
C. amplivesiculatum, dos de C. cuneatum y tres de C. fragile presentaron
actividad contra S. aureus. Por otro lado, en las costas del Mar Caribe en Costa
Rica, no se obtuvo efecto contra S. aureus, E. coli, Erwinia carotovora y el hongo
Geotrichum candidum, ensayando con C. isthmocladum (Borbon et al., 2012). En
contraste, los extractos de C. bursa, C. tomentosum y C. dichotomum
recolectados en costas de Marruecos resultaron activos contra E. coli, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae y dos cepas diferentes de Enterococcus faecalis (Chiheb
et al., 2009). Adicionalmente, el extracto crudo de C. fragile mostr6 una CMI=1 pug
mL™? contra las microalgas Neorhodella cynea y Prymnesium calathiferum,
causantes de la formacion de biofilms en ambientes marinos. Los mismos
extractos resultaron negativos contra S. aureus, E. coli, B. cereus, B. subtilis y S.
epidermis (Aguila, et al., 2012), mientras que el extracto crudo de C. fragile
recolectada de dos zona diferentes de Ensenada, B.C. México mostré una
CMI=140.1 y 196.0 pg mL™, contra Proteus mirabilis, con resultados negativos
para Klebsiella pneumoniae (Villarreal et al.,, 2010). Sin embargo, el extracto
obtenido con diclorometano de C. decorticatum recolectado en San Juan de los
Cayos en Venezuela, fue moderadamente (++) activo contra K. pneumoniae y
negativo contra Candida albicans, Pseudomona aeuroginosa y S. aureus (Rios et

al., 2009). Se ha demostrado que la variacién estacional tiene efecto sobre la
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sintesis de metabolitos antimicrobianos, como en el caso de macroalgas
colectadas en la costa atlantica y la costa mediterrdnea de la peninsula Ibérica,
donde las especies de Codium fueron ensayadas como algas frescas vy liofilizadas
contra las bacterias B. subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y C.
albicans, observandose que en el estado fresco y en todas las estaciones del afio,
no hubo ninguna actividad contra todos los microorganismos, donde las algas de
Codium pertenecieron casi todas a la costa mediterranea de dicha peninsula.
Solo C. coralloides tuvo actividad en el verano contra las bacterias Bacillus
subtilis, Bacillus cereus y S. aureus, con valores de halos de inhicién de 10.6, 12.6
y 12.6 mm respectivamente y C. vermilara tuvo actividad en el verano contra
Bacillus cereus y S. aureus con 11.9 y 11.9 mm respectivamente y en el otofio,
tuvo actividad contra Bacillus subtilis 24.7 mm de halo de inhibicion (Salvador et
al., 2007). Esto demuestra que las condiciones ambientales y las condiciones de
procesamiento de las algas, tienen un efecto primordial y que la investigacion
para la identificacion de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana,
debera estar enfocada también a la identificacion de las condiciones mas idéneas
para el tiempo y el lugar de recolecta de las algas. También las especies con
actividad antimicrobiana deberan situarse en localidades determinadas, ya que
hay recolectas como la de C. giraffa de Cacalotepec, Oaxaca, que no tuvieron
actividad biologica contra S. aureus y S. pyogenes (De Lara-Isassi et al., 1996).
Con respecto a la variacion de actividad antibacteriana de los diferentes
tipos de clerosterol (clerosterol, galactésido de clerosterol y el iyengardsido-B), se
confirma la molécula de clerosterol base, no es activa contra las bacterias, ya que
se ha reportado inactiva contra E. coli, K. pneumoniae y S. aureus, pero el
galactosido de clerosterol (con esterificacion de galactosa en el carbono 3 del
nacleo esteroidal) fue activo contra bacterias con halos de inhibicion de 16 mm,
14 mm y 14 mm respectivamente, a una concentracion de 21 pg/100 mL en
DMSO, con referencia de amoxacilina y ampicilina para E. coli y de tetraciclina
para las otras bacterias. Y a su vez, el iyengarésido-B (7-O-B-D-fucosido-3-0x0-4-
en clerosterol), mostré actividad moderada contra las bacterias Corynebacterium
diphtheriae, E. coli, K. pneumoniae, Shigella dysenteriae y S. aureus, con halos
de inihibicibn de 14 mm para todas las bacterias, a una concentracion de 39
ng/100 mL en DMSO, con referencia de tetraciclina para todas las bacterias

(Saleem, 2000). Al contrastar con la actividad antimicrobiana de los compuestos
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de clerosterol y posibles codiésidos de las especies de Codium de este estudio,
se confirma que la estructura base de clerosterol es méas limitada para dicha
actividad antibacteriana y que el hecho que en la molécula de clerosterol se
tengan sustituciones de carbohidratos, incrementa la actividad, ademas de los
efectos que pueden causar otros grupos funcionales como cetdnicos 0 acidos
carboxilicos.

Como puede apreciarse, los efectos de los diferentes tipos de extractos
contra cepas bacterianas de diferentes zonas geogréaficas, el tipo de cepa
adaptada al medio y su clasificacion internacional que tiene, difieren a tal grado
que se requiere la obtencibn de sustancias activas bactericidas de estos
microorganismos y de acuerdo a la influencia sobre el metabolismo microbiano,
seguir utilizando los metabolitos secundarios, como una base para la sintesis
quimica de los medicamentos contra las cepas bacterianas resistentes a

antibioticos.

7.3 Evaluacion de la actividad antituberculosis

Dentro de las fracciones obtenidas del extracto organico etandlico de C.
amplivesiculatum, la fraccién 2 tuvo efecto significativo con una CMI=100 pg mL™,
contra Mycobacterium tuberculosis, por lo que el resto de la fraccion CC2F2, se
continuo fraccionando hasta la obtencién del compuesto 1 que se presentaba en
mayor cantidad, dando como resultado el compuesto CC12F3, con una cantidad
de 8.4 mg.

El 1-octadecanol (compuesto 1) (8.4 mg) y el clerosterol (compuesto
2(a)), no se ensayaron contra M. tuberculosis, cepa HR37Rv, debido a problemas
técnicos con la campana de bioseguridad.

En funcion de de los antecedentes de actividad antituberculosis con
alcoholes de cadena entre Cs y Ci3, donde la mejor actividad contra dos cepas del
género Mycobacterium: M. smegmatis mc? 155 (ATCC 25618) y M. tuberculosis
Hs;R,, fueron inhibidas a diferentes concentraciones con los alcoholes siguientes:
[4.4 mM pL™ con 1-heptanol, 1.96 mM pL™* con 1-octanol, 0.88 mM pL™* con 1-
nonanol, 0.40 mM pL™ con 1-decanol, 1.28 mM pL™ con 1-undecanol] y [3.93 mM
uL* con 1-octanol, 1.77 mM pL™ con 1-nonanol, 0.80 mM pL™ con 1-decanol,
2.97 mM pL™? con 1-undecanol] respectivamente, con mayor afinidad sobre los

lipidos de las membranas de estas cepas (Mukherjee et al., 2013).
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También una mezcla de 1l-alcanoles de cadena larga (Cys-Csz), tuvo
efecto sobre la cepa HR37Rv, de M. tuberculosis, obtenidos de la planta terrestre
Alpinia purpurata (Gengibre rojo), Villaflores et al.,, 2010). En bioensayos de
utilizacion de alcanoles dentro de los que se probd 1l-octadecanol obtuvo un
efecto inhibitorio contra S. aureus cepa FDA209P, inhibiendo el crecimiento
totalmente en 24 h. Los alcanoles de 1-nonanol, 1-tetradecanol y 1-pentadecanol,
tuvieron mas tiempo de retraso para el crecimiento de la bacteria (Togashi et al.,
2007). La distribucién en la naturaleza de los alcoholes de cadena larga es
ampliamente conocida (Kaya et al., 2003; Boussaada et al., 2008; Tlili et al.,
2011), pero para el caso del contenido de 1-octadecanol en C. amplivesiculatum,
es la primera vez que se reporta. La importancia de este resultado, es uno de los
pocos reportes existentes de alcohol de cadena larga en clorofitas (Hayee-
Memom et al. 1991).

7.4 Evaluacion de la actividad antiviral

Los ensayos antivirales con extractos de algas se han enfocado
principalmente a determinar su efecto en la inhibicion del virus del herpes simplex
(HSV-1 y HSV-2). Las moléculas investigadas, corresponden a polisacéaridos
sulfatados de algas clorofitas, rodofitas y feofitas (Tabla 17) (Hudson et al., 1999;
Cassolato et al., 2008; Wang et al., 2008; Ohta et al., 2009; Bouhlal et al., 2010;
Jung-Bum et al., 2011).

Codium fragile tuvo efecto virucida con una concentracion de 62.5 ug
mL™? contra el virus sindbis (SINV), causante de una enfermedad parecida al
dengue, con fiebre y artralgia, transmitida por mosquitos culex y mamiferos
(Hudson et al., 1999).

Es importante apreciar que la obtencion de los compuestos activos
obedece nuevamente a las condiciones de extraccion, al estado metabdlico del
alga y los multiples factores ecoldgicos en el que se desarrollaba (Amsler, 2008).
Las condiciones de secado o afectacion de los metabolitos por la exposicion a
diferentes condiciones ambientales en el momento de la extraccion (presion de
vapor, temperatura, vapores de otros solventes de quimicos de uso comun en el
laboratorio, etc.) (Levy et al., 2000).

Un elemento a considerar para aplicar una sustancia antiviral en

humanos, es que ésta sea lo mas inocuoa posible, ya que también en la desicion
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de utilizar una sustancia que es virucida, esta el concepto de “indice selectivo”, el
cual se refiere al mayor efecto de inhibir el desarrollo de la infeccién, con la menor
citotoxicidad en las células huésped (Wang et al., 2008).

Los reportes actividad antiviral de especies de Codium se enfocan al
estudio de polisacéridos sulfatados, los cuéles se han obtenido a partir de
extractos acuosos que después se dializan en columnas de celulosa (Ohta et al.,
2009). Con los dos compuestos aislados en este estudio: clerosterol -
compuesto 2(a)- y posible codidosido —compuesto 5(a)-, se demostré6 una
actividad antiviral efectiva contra el virus del dengue DENV 2 cepa Nueva Guinea
C, con una concentracion de 150 ng puL™ para obtener una infeccion del 59.92%
y 26.21% respectivamente para cada compuesto.

El mejor indice selectivo (SI) obtenido con el compuesto 5(a), nos indicé
una menor infeccién con alta viabilidad celular (células Huh-7), con el porcentaje
de inhibicion de la infeccion igual a 73.79%.. Esto nos permite plantear nuevas
hipoétesis sobre el efecto antiviral de los compuestos conocidos como codiésidos,
ya que también se han realizado bioensayos de actividad profilactica con
polisacaridos sulfatados y se puede realizar este ensayo con los codidsidos de
Codium (Ohta et al., 2009).

7.5 Evaluacion citotoxica de las fracciones purificadas obtenidas de C.
amplivesiculatum

Los efectos citotdxicos débiles de los compuestos compuestos 2(a), 2(a")
y 5(a), no permiten considerarlos para pasar a otra fase de experimentacion, ya
que los tipos de clerosteroles 2(a), 2(a") y el posible codidésido 5(a), mostraron
valores de citotoxicidad bajos (Tabla 14) y que la diferencia de citotoxicidad de las
dos sustancias identificadas como clerosteroles (a los niveles de 4.39% de
inhibicion del crecimiento para la linea celular de cancer de mama MCF-7 y de
7.18% para las células de cancer de colon HCT-15), es debida a una diferencia en
la estructura quimica, como lo confirma la mayor actividad de los clerosteroles
oxigenados contra lineas celulares de cancer humano, reportados por Sheu y
colaboradores (1995), quienes encontraron que la molécula de clerosterol, pero
con sustituciones de grupos funcionales (02, OH* y OOH™ en los carbonos 4, 5,

6 y 7) mostraron EDsg entre 0.2 y 2.1 ug mL™ sobre lineas celulares de cancer
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humano nasofaringeo (KB), de leucemia linfocitica de ratén (P-388), de cancer
humano de pulmén (A-549) y de cancer humano de colon (HT-29).

El compuesto 5(a) confirma que es indcuo para las paredes celulares de
las células cancerosas, ya que la maxima citotoxicidad del 36.3% de inhibicion de
células cancerosas de mama (MCF-7) a una concentracién de 150 ng pL™,
contrasta con la baja citotoxicidad sobre la linea celular de hepatocitos humanos
(Huh-7) del 16% (Tablal2), obtenida previamente como condicion para

compuestos destinados a uso antiviral.

8. CONCLUSIONES

Las fracciones de extractos orgénicos de Codium amplivesiculatum (11
fracciones), C. simulans (6 fracciones), C. cuneatum (4 fracciones) y C. fragile (6
fracciones), contienen sustancias antibidticas contra las bacterias de
Staphycoloccus aureus (ATCC-BAA-42), Streptococcus pyogenes (ATCC-BAA-
946), Vibrio parahaemolyticus (ATCC- 17802), V. alginolyticus (ATCC-17749) y V.
harveyi (ATCC-14126).

La actividad antibacteriana de las fracciones de los extractos organicos de
cada especie de Codium probada, puede potenciarse al purificar los compuestos
gue posean esta actividad.

La diferencia de tamafio en los halos de inhibicibn obtenidos con el
extracto organico de las especies de Codium en estudio, confirman la presencia
de diferentes principios activos que pueden actuar en conjunto contra el tipo de
bacterias ensayadas, como lo mostraron los halos méaximos de inhibicion
obtenidos con extractos organicos de C. amplivesiculatum (9.5 mm, 17.5 mmy 8
mm) contra las bacterias de S. aureus, S. pyogenes y V. parahaemolyticus; de
Codium simulans (7 mm, 12.5 mm y 10.5 mm) contra Vibrio parahaemolyticus, V.
alginolyticus y V. harveyi; de Codium cuneatum (14 mm, 8.5 mm y 11.5 mm)
contra S. aureus, V. parahaemolyticus y V. harveyi; de Codium fragile (8.5 mm,
8.0 mm y 10 mm) contra S. aureus, V. parahaemolyticus y V. harveyi
respectivamente.

Los compuestos de clerosterol 2(a) y 2(a”) y los posibles codiosidos
obtenidos, de acuerdo con la estructura quimica confirmada con los espectros de

protén 'H-RMN y de *C-RMN, son inactivos contra los tipos de bacterias
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ensayadas en este estudio, debido a que estas configuraciones quimicas no
tienen efecto sobre las paredes celulares bacterianas, como sucede con las
estructuras de clerosterol con grupos funcionales sustituidos de azucares,
cetonas y acido carboxilico.

La actividad antituberculosis del compuesto 1 (1-octadecanol), no se
demostr6 como compuesto puro, pero las caracteristicas de experimentos
anteriores con alcoholes de cadena larga, nos inducen a aceptar que este
compuesto fue el responsable de la actividad antituberculosis, ya que fue aislado
de la fraccidon correspondiente (CC2F2) de C. amplivesiculatum, con una CMI de
100 pg mL™ y que no se pudo ensayar por problemas técnicos para realizar la
determinacion.

El compuesto 5(a), con una estructura quimica de glucoglicerolipido,
generd un nivel aceptable de actividad antiviral (73.8% de inhibicion de la
infeccion), contra el virus del dengue tipo 2 (DENV2) con una concentracion de
150 ng pL?, cumpliendo con la condicién de un buen indice selectivo de inhibir el
desarrollo de la infeccion y no ser citotoxico a la linea celular de hepatocitos
humanos (Huh-7), contrastando con los registros bibliograficos de actividad
antiviral de polisacaridos sulfatados derivados de extractos de Codium, lo que nos
permite plantear nuevas hipétesis sobre la actividad antiviral de los compuestos
conocidos como codiosidos.

Los compuestos 2(a) (clerosterol) y 5(a) (glucoglicerolipido), no se
consideraron efectivos contra las lineas celulares de carcinoma humano: de
préstata (PC-3), de cancer de colon (HCT-15) y de cancer de mama (MCF-7), con
un débil porcentaje de inhibicion del crecimiento. El resultado de la baja
citotoxicidad del compuestos 5(a) en células cancerosas, contrasta con el
obtenido para la citotoxicidad de este compuesto en la linea celular de hepatocitos
humanos (Huh-7) (93% a concentracion de 150 ng pL™).

Los compuestos aislados de las cuatro especies de Codium de este
estudio, confirmaron la importancia quimiotaxondmica que representa el
clerosterol, obtenido por primera vez en C. amplivesiculatum, C. simulans y C.
cuneatum y reafirmado para C. fragile, confirmado con los espectros de *H-RMN
para C. amplivesiculatum y de IR-ATR para las cuatro especies.

La obtencion de glucoglicerolipidos (codidsidos) similares en las cuatro

especies de Codium en estudio, sugiere que también representa importancia
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guimiotaxondmica, aunque no exclusiva para las especies de Codium, ya que son
moléculas ampliamente distribuidas en macroalgas. Es la primera vez que se
realiza la identificacion de compuestos tipo codiésido en las especies de Codium
en el presente estudio.
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Apéndice. Espectros de 1H-RMN, 13C-RMN e IR-ATR de compuestos aislados.

A.l. Espectro de Infrarrojo del compuesto 1 (CC12F3) (ATR Perkin-Elmer).
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A.2.

Espectro de RMN de 'H obtenido con el compuesto 1 (CC12F3): 1-
Octadecanol. 400 MHz y en CDCl3; como solvente.
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CDCI3; 300 MHz
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A.3. Espectro de RMN de *H del compuesto 2(a) e identificado como clerosterol.
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A.4. Espectro de IR del compuesto 2(a) identificado como clerosterol.

%T

1014
100

98

96

92

90

88

86

82

81
4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

72



A.5. Espectro de RMN de 'H del compuesto 5(a) (CC20F5), identificado como

posible codiésido.

A.5.1. Espectro de RMN de 'H del rango con mayor cantidad de sefiales del
compuesto 5(a) (CC20F5).
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A.6. Espectro de RMN de **C del compuesto 5(a) (CC20F5), identificado como

posible codiésido.
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A.6.1. Espectro de RMN de *C del rango con mayor cantidad de sefiales del
compuesto 5(a) (CC20F5).
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A.7. Espectro de IR-ATR del compuesto 2(c) (clerosterol), F3C6PESL1F3 de

Codium cuneatum.
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A.8. Espectro de IR-ATR, del compuesto 5(a) (CC20F5).
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A.9. Espectro de IR-ATR del compuesto 5(c) (posible codiésido), FIC7PESL1F6

de Codium cuneatum.
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A.10. Espectro de IR-ATR del compuesto 5(f) (posible codiésido), FIC3PESL7

de Codium fragile.
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A.11. Espectro de IR-ATR del compuesto 2(s) (clerosterol), F2C5ESL1 de

Codium simulans.
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