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RESUMEN

La busqueda por compuestos bioactivos como opciones naturales y viables para la aplicacion en la clinica humana y
animal en el combate a agentes patogénicos es creciente. En este contexto, los metabolitos secundarios de las algas
marinas emergen como una importante fuente biotecnologica. Debido a la escasez de informaciones sobre la
potencialidad quimica de las algas marinas de la costa cearense, decidimos investigar la actividad antimicrobiana y
aglutinante de extractos de macroalgas pertenecientes al género Caulerpa: Caulerpa cupressoides (CC), C.
mexicana (CM), C. prolifera(CP), C. racemosa (CR) y C. sertularioides (CS) colectadas mensualmente durante un
afio en la costa de Ceard. Fueron preparados extractos metandlicos de las algas para la prueba de las actividades
antimicrobianas y aglutinante usando como bacterias indicadoras Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) y Salmonella ser. Braenderup (LAMAP 18 una estirpe multirresistente). La
actividad antimicrobiana de los extractos algales fue variable de acuerdo con el periodo/mes de colecta. Algunos de
los extractos metandlicos de las algas CR, CP y CS inhibieron el crecimiento de las bacterias S. aureus y E. coli. Fue
verificada la diferencia en los resultados dependientes del periodo de la colecta de las algas utilizadas para la
preparacion de los extractos. Los extractos algales de CP resultaron con accion inhibitoria sobre la bacteria
Salmonella ser Braenderup y los extractos de CS con accion inhibitoria frente a S. aureus. El desempeiio de la
capacidad de aglutinacion de células para los extractos fue verificado en el 75%, 83%, 92% e 25% de las muestras
colectadas a lo largo del afio para las algas CC, CP, CS y CM, respectivamente. Importante destacar que la actividad
aglutinante de los extractos del alga CM coincidid con las colectas realizadas en el periodo de sequia para la region
nordeste brasileira. Nuestro estudio confirma el potencial biotecnoldgico de las algas marinas verdes del género
Caulerpa como importante fuente de compuestos antibacterianos y aglutinantes frente a bacterias Gram-positivas y
negativas incluyendo bacterias con perfil de resistencia a multiples antimicrobianos. Sin embargo, es importante
establecer los gatillos ambientales para la produccion de esas sustancias bioactivas.

Palabras clave: Biotecnologia, metabolito secundario, farmacologia, macroalga, extractos metanolicos.
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ABSTRACT

The search for bioactive compounds as natural and viable options for application in human and animal clinic in the
fight against pathogenic agents is growing. In this context, the secondary metabolites of marine algae emerge as an
important biotechnological source. Due to the scarcity of information on the chemical potential of the marine algae
of the Ceard coast, we decided to investigate the antimicrobial and agglutination activity of macroalgae extracts
belonging to the Caulerpa genus: Caulerpa cupressoides (CC), C. mexicana (CM), C.prolifera (CP), C. racemosa
(CR) y C. sertularioides (CS), collected monthly for one year on the coast of Ceara. Methanolic extracts of algae
were prepared for the antimicrobial and agglutination activity using as indicator bacteria: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and Salmonella ser. Braenderup (LAMAP 18 a multi-resistant
strain). The antimicrobial activity of algal extracts was variable according to the period /month of collection. Some
of the methanolic extracts from CR, CP and CS algae inhibited the growth of S. aureus and E.coli bacteria. It was
verified the difference in the results depending on the period of the algae collection used for the preparation of the
extracts. Algal CP extracts resulted in inhibitory action on Salmonella serovar Braenderup bacteria and CS extracts
with inhibitory action against S.aureus. The performance of the cells' ability to agglutinate the extracts was verified
in 75%, 83%, 92% and 25% of the samples collected throughout the year for the CC, CP, CS and CM algae,
respectively. It is important to note that the agglutination activity of the CM algae extracts coincided with the
collections made in the drought period for the northeast Brazilian region. Our study confirms the biotechnological
potential of green marine algae of the Caulerpa genus as an important source of antibacterial and agglutinating
compounds against Gram-positive and Gram-negative bacteria, including bacteria with a resistant profile to multiple
antimicrobials. However, it is important to establish the environmental triggers for the production of these bioactive

substances.

Keywords: Biotechnology, secondary metabolite, Pharmacology; macroalgae, methanolic extracts.

INTRODUCCION

Los organismos marinos son fuente potencialmen-
te productivos de metabolitos secundarios bioactivos
con potencial para el desarrollo de nuevos agentes
farmacéuticos (Mayer et al., 2009). Las macroalgas
son fuente ya reconocidas de una gran variedad de
metabolitos halogenados de importancia farmacéutica
y con consecuente valor comercial (Al-Judaib,2014;
Cabrita; Vale y Rauter, 2010; Srivastava et al.; 2010).

Evolutivamente, las algas son organismos sim-
ples, fotosintetizadores uni o pluricelulares que
varian grandemente en tamafio y estdn distribuidas
ampliamente en una variedad de hébitats distribuidos
globalmente (Bicudo y Menezes, 2010). Las estrate-
gias de defensa desarrolladas por esos organismos
acuaticos envuelven compuestos secundarios resul-
tantes del metabolismo que determina una diversidad
quimica estructural (Torres et al., 2014).

Las propiedades das moléculas bioactivas de las
algas pueden ser aglutinantes, antivirales, antiincrus-
tantes, de marcador taxondmico, antialérgicas, anti-
coagulantes, anti-inflamatorias, antitumorales, anti-
obesidad, antidiabéticas, antioxidantes y antibacteria-
nas (Fereira et al.; 2019; Alencar et al., 2016;
Teixeira, 2013; Gupta y Abu-Ghannam, 2011; Parisi
et al., 2009; Ambrosi et al., 2008).

La region nordeste de Brasil es caracterizada por
presentar una extensa faja litoral (7.408 km) con
clima predominantemente tropical (CEMBRA, 2012).
Abarca una flora marina diversificada con repre-
sentantes tipicos de esa region, principalmente
establecida sobre arrecifes de arena incrustados por

algas calcareas y corales, favorables para el creci-
miento de otras algas bentdnicas (Soares y Fujii,
2012). Los principales grupos de algas de la region
Nordeste de Brasil pertenecen a la familia Chloro-
phyceae (Bicudo y Menezes, 2010). En el estado de
Cearad/NE-Brasil las especies Caulerpa mexicana, C.
prolifera, C. racemosa y C. sertularioides se mues-
tran abundantes en las épocas del afio en que ocurre
variacion climatica de seca y lluvia (Matthews-
Cascon y Da Cruz Lotufo, 2006). Dentro de ese
grupo se encuentra el género Caulerpa, con diversas
especies de interés en el medio marino, que poseen
elevadas tasas de crecimiento, capacidad de propa-
garse por medio de la reproduccion asexual (Mosque-
ra-Murillo y Pefia-Salamanca, 2016) y gran potencial
biotecnolégico.

Considerando el reducido volumen de informa-
cion sobre el potencial biotecnologico de las algas
marinas colectadas en la costa cearense, el presente
trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana y la capacidad de aglutinacién de los
extractos de macroalgas colectadas a lo largo de un
afo frente a bacterias Gram-positivas y negativas.

MATERIAL Y METODOS

Colecta de las algas

Cinco especies de macroalgas marinas pertene-
cientes al phylum Chlorophyta, familia Caulerpaceae:
Caulerpa cupressoides (CC), C. mexicana (CM), C.
prolifera (CP), C. racemosa (CR) y C. sertularioides
(CS) fueron colectadas mensualmente durante un
aflo. Las colectas fueron realizadas en marea baja en
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la Playa de Pacheco (Ceara — Brasil) localizada en el
litoral Oeste de Ceara. Las muestras de cada especie
fueron depositadas en el Herbario Profesor Prisco
Bezerra de la Universidad Federal de Ceara, bajo los
numeros del 47303 a 47307.

Preparacion de los extractos

Los extractos de algas fueron preparados en
metanol (MeOH) en la proporcion 1:20 (p:v) bajo
agitacion por 1 hora a 20°C, en agitador orbital
(Biomixer). Enseguida, fueron filtrados en papel de
filtro y los residuos sometidos a mas dos extracciones
sucesivas.

Pureza de las cepas bacterianas

Las cepas utilizadas para 13as pruebas fueron
Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Salmonella ser. Braenderup
(LAMAP 18) procedente de una muestra ambiental
(sedimento). Las estirpes bacterianas pertenecen a la
coleccion de cultivos microbianos Prof. Regine
Vieira del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
del Pescado- LAMAP.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos

Para verificar el potencial antimicrobiano de
diferentes extractos fue realizado la prueba de anti-
biograma por el método de difusion en pozos siguien-
do la orientacion dictada por el Clinical and Labora-
tory Standard Institute (CLSI, 2012). Fueron utiliza-
das para las pruebas cepas patron de Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Salmonella ser. Braenderup (LAMAP 18).
Los indculos fueron preparados en tubos de ensayo
conteniendo solucion salina 0,85% NaCl teniendo la
turbidez ajustada de acuerdo con el tubo 0,5 de la
Escala de McFarland, en espectrofotometro. Los
inoculos fueron distribuidos uniformemente en la
superficie de las placas de Petri conteniendo agar
Muller-Hinton (Difco) con auxilio de swabs estériles,
y los pozos fueron perforados después de la absorcion
del inoculo en el medio de cultivo. Los extractos
fueron agrupados de acuerdo con el solvente utilizado
para su preparacion y como control negativo fueron
utilizados los solventes sin dilucion. Cada pozo fue
inoculado con 50 pL del extracto con una
concentracion de 1.000 pg/100 pL, y enseguida, las
placas fueron incubadas a 35°C por 24 h.

Aglutinacion de células bacterianas
Cultivos de las bacterias Escherichia coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y

Salmonella ser. Braenderup (LAMAPI18) fueron
usadas como indicadoras de la capacidad aglutinante
de los extractos. Las estirpes fueron cultivadas por 24
horas a 35° C y centrifugadas a 3000 x g por 10
minutos. Las células fueron lavadas tres veces con
tampon fosfato salino pH 7,2 (PBS), resuspendidas
en Tampoén Tris Salino (TBS) conteniendo formal-
dehido al 4% y mantenidas por 16 horas a 4° C.
Posteriormente, fueron lavadas en Tris- HCI pH 7.5
(TBS-Ca®) y resuspendidas en el mismo tampén. El
inoculo bacteriano fue ajustado para el Tubo-padron
0,5, de la escala de MacFarland. La capacidad de
aglutinacion de las células bacterianas fue probada a
través de la mezcla de 50 puL del extracto con el
mismo volumen de suspension bacteriana. La agluti-
nacion fue observada por microscopia Optica después
de 1 hora de incubacidén en temperatura ambiente.
Como control fue usado una suspension bacteriana
sin el extracto (Imamichi y Yokoyama, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fue evaluado el potencial de los extractos
metanodlicos de las algas Caulerpa mexicana, C.
racemosa, C. prolifera, C. cupressoides y C.
sertularioides en relacion a sus capacidades antibac-
terianas y de aglutinacién de las células bacterianas.

Los extractos de C. racemosa, C. prolifera'y C.
sertularioides presentaron accidon antimicrobiana en
todos los meses de colecta. A pesar de que las algas
fueron colectas en el mismo local y bajo las mismas
condiciones ambientales, las especies C. mexicana y
C. cupressoides no presentaron accion bactericida
contra los microorganismos indicadores a lo largo de
los analisis. Otras investigaciones ya habian relacio-
nado la no deteccion de la actividad bactericida de las
dos especies de macroalgas (Ballantine et al., 1987;
Mtolera y Semesi, 1996) mientras que en otras
investigaciones fue reportada la deteccion de la
actividad bactericida de amplio espectro en los
extractos brutos de la alga C. sertularioides (Darah et
al., 2014). Pérez, Falqué y Dominguez (2016)
relataron que la actividad antimicrobiana de las algas
varia de acuerdo con la especie, factores ambientales,
estado fisiologico, region del tallo, polucion,
condiciones de crecimiento, tiempo de colecta y
organismos epifitos.

La Tabla 1 presenta la accion antibacteriana de
los extractos metanodlicos de esas algas verdes frente
las cepas patron de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus 'y Salmonella ser. Braenderup.
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de actividad antibacteriana de extractos metandlicos de las algas marinas
Caulerpa racemosa, Caulerpa prolifera y Caulerpa sertularioides preparados a partir de especimenes colectados

mensualmente a lo largo de un afio en el litoral de Ceara.

Especies de Bacterias Meses

macroalgas verdes indicadoras | E M| A | M| JTI|T|IAl S|O|N|D
EC AF - - - - Sl IS + + +

Caulerpa racemosa SA + - + | + +| - - - -
SB - - - - - l-1-] - - - -
EC - -+ | - - |- - - - -

Caulerpa prolifera SA - - + | + |+ -] - - + -
SB - | - | - P lErE - PelE =+
EC + + 1+ -1 -1-1+]+1-1- -

Caulerpa. S4 + + |+ [+ ]+ [+[+]+ ] +]+] +

sertularioides B . . . . — 1 . . .

+ Resultado positivo para la accion antimicrobiana.
- Resultado negativo para la accion antimicrobiana.

Volumen del pozo: 50 pL. Concentracion de los extractos: 1.000 pg/100 pL.
EC =E. coli ATCC25922; SA = S. aureus ATCC25923; SB = S. ser. Braenderup LAMAP18.

Tabla 2. Resultados de las pruebas de aglutinacion de extractos metanolicos de las algas marinas Caulerpa
mexicana, Caulerpa cupressoides, Caulerpa racemosa, Caulerpa prolifera 'y Caulerpa sertularioides preparados
a partir de especimenes colectados mensualmente a lo largo de un afio en el litoral de Ceara.

Especies de . Meses
macroalgas Baqterlas
indicadoras [E |F [M A |M J 17 (A [S [O |[N |D
verdes
EC - |- - - - - - - - - -
S P S S P B S P
SB - - - - -+ - - - [+ |+
EC + |- |+ + |+ + |- -+ 1+ -+
Caulerpa
cupressoides 54 — - — . - - . - - -
P SB + [+ [- = = = - 1- = [+ [- |-
EC - |- - - - - - |- - - -
SB - |- - - |- - - |- 1-f-1-1-
EC - |- - - |- - - |- 1-1-1-1-
Caulerpa <A — 1 " " N " " — — - .
prolifera SB + |+ |- + |+ + [+ 1+ [+ 1+ |+ |-
EC + [ - T- n + |+ |- |+ [- [- -
Caulerpfl' A ~ N T _ _ _ + _ + |- |- -
sertularioides
SB - - |+ + |+ N R i B o A

+ Resultado positivo para la accion aglutinante.
- Resultado negativo para la accion aglutinante.

EC =E. coli ATCC25922; SA = S. aureus ATCC25923; SB = S. ser. Braenderup LAMAP18.

La estirpe Salmonella ser. Braenderup (LAMAP
18) tuvo su crecimiento inhibido solamente por los
extractos brutos metandlicos de C. prolifera y C.
sertularioides. Varios estudios han demostrado que
las algas poseen diferentes actividades biologicas,
incluyendo, antiprotozoarios (Allmendinger et al.,
2010), antioxidante (Cox; Abu-Ghannam y Gupta,
2010), citotoxicas (Taskin et al., 2010), antitumorales
(Xu et al., 2004) y antivirales (Kim et al., 1997).
Srivastava et al. (2010) analizando extractos de

Caulerpa racemosa, de la Costa de la India, también
verificaron una moderada actividad antimicrobiana
frente a las cepas padron de S. aureus, S. epidermidis
y Klebsiella pneumoniae. Radhika, Veerabahu y
Priya (2012), estudiaron la accion antimicrobiana de
C. racemosa, colectada en la costa del Golfo de
Mannar en el sur de la India contra cepas de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
Typhi y Vibrio cholerae, observando una gran zona
de inhibicién contra la cepa de Vibrio cholerae. Choi
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et al. (2014) evaluaron la accion antibacteriana del
extracto del alga marina verde Ulva pertusa,
colectada en la costa este de Busan, en Corea del Sur
en el periodo de septiembre/2008 a agosto/2009
contra la bacteria Gardnerella vaginalis, habiendo
observado una variacién estacional en la actividad
antibacteriana. Ninguna actividad fue detectada en
los extractos de las algas colectadas en el verano y en
el otofio, mas en las algas colectadas en el inicio del
invierno (diciembre) fue verificada la actividad
antibacteriana. Segun Shafay, Ali y EI Sheekh
(2016), la actividad antimicrobiana de los extractos
del alga roja Ceramiumrubrume, de las pardas
Sargassum vulgare, S. fusiformee y Padina pavonia
depende de la especie, de la eficiencia del extracto y
de su concentracion.

En una investigacion realizada por Moubayed et
al. (2017) fueron detectadas sustancias bioactivas
contra las estirpes bacterianas Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 'y
Salmonella sp. (Gram-negativas) y FEnterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, Staphylococcus aureus y S.
xylosus (Gram-positivas) en extractos algales de
Cladophora (alga verde), Sargassim latifolium y S.
platycarpum. Dentro de estas se destaco el extracto
de S. platycarpum que fue el Unico capaz de inhibir
de forma eficiente el crecimiento de cepas de
Salmonella sp.

La eficiencia antimicrobiana de extractos de
macroalgas marinas verdes, rojas y pardas ya fue
observada en algunos estudios, siendo considerados
como importantes inhibidores del crecimiento de
microorganismos patogénicos (Moubayed et al.,
2017; Rajauria et al., 2013; Rosaline ef al., 2012; Al-
Haj et al., 2010; Chiheb et al., 2009; Kolanjinathan;
Stella, 2009).

Los extractos de C. cupressoides, C. prolifera y
C. sertularioides presentaron capacidad de aglutinar
células bacterianas en la mayoria de los meses de
colecta (Tabla 2). Es posible observar que la
capacidad de aglutinacion de C. mexicana solo fue
encontrada en los extractos de las algas colectadas en
los meses de julio, noviembre y diciembre. Este
periodo corresponde a la época de sequia en la region
Nordeste de Brasil. Ya los extractos de C. racemosa
presentaron capacidad de aglutinacion en los dos
periodos de colecta de los especimenes (meses de
febrero, abril, agosto, septiembre y noviembre).

Diferentes especies marinas han sido blanco de
estudios con el proposito de detectar la presencia de
sustancias con actividad aglutinante frente a bacterias
Gram positivas y negativas.

Alencar et al. (2016), analizaron extractos de
algas rojas Pterocladiela capillacea y Osmundaria
obtusiloba en el litoral oeste de Ceara, también
relataron la capacidad de aglutinacion de estas algas
frente a las cepas padron E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 25923 y una Salmonella ser. Infantil
multirresistente. Carneiro et al. (2015) investigando

la aglutinacion en extractos de esponjas de la especie
H. manglaris en el litoral cearense no detectaron la
capacidad aglutinante de esa especie frente a Esche-
richia coli y Staphylococcus aureus. De la misma
forma, Melo et al. (2014), estudiaron la lectina HGA-
2, aislada del pepino de mar Holothuria grisea. Aun-
que estos autores encontraron capacidad de aglutina-
cion frente a la bacteria Gram-negativa Escherichia
coli, no obtuvieron la misma respuesta contra la
bacteria Gram positiva, Staphylococcus aureus.

Chaves et. al. (2018), analizando la lectina de la
especie Meristiella echinocarpa colectada en el
litoral cearense, verificaron que la misma posee
capacidad aglutinante frente a las células bacterianas
Gram-negativas de Salmonella ser. Braenderup
(LAMAP 18) y V. alginolyticus (ATCC 17749).

La especificidad de los extractos metanolicos para
células bacterianas especificas es una informacion
importante: Los extractos de C. prolifera y C.
mexicana fueron capaces de aglutinar solo células de
Salmonella y el extracto de C. racemosa presentd esa
capacidad para las células de S. aureus. Es una
indicacion del interés para la industria de analisis
clinico y de alimentos.

La wvariacion en la deteccion de compuestos
bioactivos a partir de extractos de algas es también
verificado en numerosos estudios (Zainuddin et. al.
2019; Egan et. al. 2014). Segun Stengel (2011), la
deteccion de la bioactividad en poblaciones naturales
de algas estd influenciada por caracteristicas ambien-
tales, la interferencia de contaminantes, factores
abioticos e interacciones ecologicas.

CONCLUSIONES

En nuestro estudio verificamos variacion en la
actividad antibacteriana y la capacidad de aglutina-
cion de acuerdo con la especie de la macroalga del
género Caulerpa, la bacteria blanco y meses o
periodo del afio. Esa variabilidad en los componentes
quimicos, puede ser interespecifica y esta relacionada
al sistema de defensa del alga contra patogenos y
herbivoros. Ese problema ya fue abordado en otros
estudios y explica la divergencia de informacion
sobre bioactividad detectada en las macroalgas
marinas. Dependiendo del periodo del afio en que
acontezcan las colectas, la actividad investigada en
los extractos organicos puede ser detectable o no.
Esta informacién es importante para orientar los
estudios e investigacion con el objetivo de la
prospeccion de sustancias o moléculas con potencial
para la produccion de nuevos farmacos.
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