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TITULO: Antimicrobianos naturales de origen marino frente a Helicobacter pylori.
RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria altamente prevalente en humanos (60-80 %), primera
causa de inflamacién crénica estomacal, asociada en los casos graves con cancer gastrico, siendo
la Unica bacteria carcinogénica reconocida hasta la fecha. El agua contaminada y diversos
alimentos han sido relacionados con la supervivencia y diseminacion de H. pylori en el ambiente
y su transmisién al hombre a través de la cadena alimentaria.

La efectividad de la Unica terapia antibidtica de aplicacién para erradicar la infeccion por este
patdgeno ha decaido drasticamente, debido a que cada vez se detectan mas cepas resistentes.
Ante la necesidad de buscar sustancias naturales antimicrobianas como alternativas efectivas, los
compuestos de origen marino se presentan como un nicho sostenible de recursos con gran
potencial nutricional y bioactivo.

Los compuestos de origen marino constituyen en nuestros dias una fuente inagotable y
sostenible de recursos con elevada aplicabilidad en la industria farmacéutica, alimentaria y
estética. Las algas pardas del género Phaeophyceae son especialmente ricas en carbohidratos
complejos de elevado potencial bioactivo. Entre ellos, el compuesto FUCOIDAN, polisacarido
sulfatado de algas pardas, favorece el crecimiento de la microbiota intestinal beneficiosa; estimula
el sistema inmune; inhibe la replicacidn viral; posee efecto antioxidante, anti-inflamatorio y
anticancerigeno, siendo denominado el “nutriente del futuro”.

En el contexto expuesto, y como respuesta a la urgente necesidad de investigar sobre
antimicrobianos alternativos a los antibiéticos, altamente efectivos frente Helicobacter pylori,
patdgeno emergente de reconocida relevancia en salud publica, el objetivo principal del
presente estudio es:

Evaluar el potencial antimicrobiano in vitro del compuesto FUCOIDAN obtenido de diversas
especies de algas pertenecientes al género Phaeophyceae, algas pardas de elevada riqueza en
dicho polisacdrido bioactivo, frente a H. pylori.

Los resultados obtenidos del estudio evidencian la existencia de capacidad antimicrobiana del
compuesto natural FUCOIDAN frente a H. pylori y sugieren que el uso de antimicrobianos
naturales de origen marino podria complementar, o incluso ser una alternativa, al uso de
antibidticos frente a H. pylori, especialmente cuando aparecen resistencias.

PALABRAS CLAVES: Phaeophyceae, antimicrobianos naturales, fucoidan, Helicobacter pylori,
ecuacion de Gompertz

ALUMNA: Dfia. Carla Palacios Gorba
TUTORA: Prof. Dfia. Maria Antonia Ferrus Pérez
DIRECTORA EXPERIMENTAL: Dfia. Maria Consuelo Pina Pérez

Valencia, junio de 2018



TITLE: Natural antimicrobials from marine origin against Helicobacter pylori.
ABSTRACT:

Helicobacter pylori is a highly prevalent bacteria in humans (60-80 %), first cause of
chronical stomach inflammation associated with severe cases of gastric cancer, being the only
carcinogenic bacterium recognized to date. Contaminated water and different foods, have been
highlighted for their role in the survival and dissemination of H. pylori in the environment and
its transmission to humans throughout the food chain.

The effectiveness of the unique antibiotic therapy of application to eradicate the
infection by this pathogen has declined drastically, mainly due to the development of
resistances. Due to the need of looking for natural antimicrobial substances, as an effective
alternative, marine compounds are presented as a sustainable niche of resources with great
nutritional and bioactive potential.

Marine origin compounds constitute in our days an inexhaustible and sustainable source
of resources with a high applicability in the pharmacological, food and aesthetic industry. Brown
algae from the Phaeophyceae genre are primarily rich in complex carbohydrates with high
bioactive potential. Between them, the complex FUCOIDAN, sulphated polysaccharide of brown
algae which encourages the growth of the beneficial intestinal microbiota; stimulates the
immune system; inhibits the viral replication; has an antioxidant, anti-inflammatory and anti-
cancer effects, being named as the “nutrient of the future”.

In the exposed context, and as an answer to the urgent need to investigate about highly
effective alternative antimicrobials to the antibiotics against Helicobacter pylori, an emergent
pathogen recognised as relevant in public health, the main objective of this study is:

To evaluate the antimicrobial potential in vitro of the compound FUCOIDAN obtained
from different algae species belonging to the Phaeophyceae genre, brown algae of high
richness in this bioactive polysaccharide, against H. pylori.

The results obtained from this study show the existence of antimicrobial capacity of the
natural compound FUCOIDAN against H. pylori and suggest that the use of natural antimicrobials
of marine origin could be a complementary, or even alternative, therapy against H. pylori,
especially when resistances are detected.

KEYWORDS: Phaeophyceae, natural antimicrobials, fucoidan, Helicobacter pylori, Gompertz
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TITOL: Antimicrobians naturals d’origen mari front Helicobacter pylori.
RESUM:

Helicobacter pylori, és un bacteri altament prevalent en humans (60- 80 %), primera
causa d'inflamacié cronica estomacal, i en els casos greus cancer gastric, sent I'Unic bacteri
carcinogen reconegut fins a 'actualitat. L'aigua contaminada, i diversos aliments, han sigut
destacats pel seu paper en la supervivéncia i disseminacié de H. pylori en I'ambient, i la seua
transmissio a I'home a través de la cadena alimentaria.

L'efectivitat de |'Unica terapia antibiotica d'aplicacid per a eradicar la infeccid per este
patogen ha decaigut drasticament. Davant de la necessitat de buscar substancies naturals
antimicrobianes, com a alternatives efectives, els compostos d'origen mari es presenten com un
ninxol sostenible de recursos amb gran potencial nutricional i bioactiu.

Els compostos d'origen mari constitueixen en els nostres dies una font inesgotable i
sostenible de recursos amb elevada aplicabilitat en la industria farmaceutica, alimentaria i
estetica. Les algues terroses del genere Phaeophyceae sén especialment riques en carbohidrats
complexos d'elevat potencial bioactiu. Entre ells, el compost FUCOIDAN, polisacarid sulfatat
d'algues terroses, afavoreix el creixement de la microbiota intestinal beneficiosa; estimula el
sistema immune; inhibeix la replicacié viral; posseeix efecte antioxidant, antiinflamatori i
anticancerigen, sent denominat el "nutrient del futur".

En el context exposat, i com a resposta a la urgent necessitat d'investigar sobre
antimicrobians alternatius als antibiotics, altament efectius front Helicobacter pylori, patogen
emergent de reconeguda rellevancia en salut publica, I'objectiu principal del present estudi és:

Avaluar el potencial antimicrobia in vitro del compost FUCOIDAN obtingut de diverses
espécies d'algues pertanyents al génere Phaeophyceae, algues terroses d'elevada riquesa en dit
polisacarid bioactiu, enfront de H. pylori.

Els resultats obtinguts de I'estudi evidencien I'existéncia d'una capacitat antimicrobiana
front a H. pylori a causa del compost natural FUCOIDAN vy suggerixen que I'Us d'antimicrobians
naturals d'origen mari podria complementar, o inclis ser una alternativa, a I'ds d'antibiotics
enfront de H. pylori, especialment quan apareixen resisténcies.

PARAULES CLAU: Phaeophyceae, antimicrobians naturals, fucoidan, Helicobacter pylori, equacié

de Gompertz
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1. INTRODUCCION

1.1 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE HELICOBACTER PYLORI

El género Helicobacter pertenece a la clase de las Epsilobacteria, subdivision Thiobacteria de la
division Proteobacteria (Cavalier-Smith, 2002), y en la actualidad comprende 36 especies
validadas: H. pylori (especie tipo), H. mustelae, H. felis, H. fennelliae, H. cinaedi, H. nemestrinae,
H. muridarum, H. acinonychis, H. canis, H. hepaticus, H. pametensis, H. pollurum, H. bilis, H.
bizzozerinii, H. trogontum, H. cholecystus, H. rodentium, H. salomonis, H. canadensis, H.
mesocricetorum, H. aurati, H. typhlonius, H. ganmani, H. cetorum, H. marmotae, H. anseris, H.
brantae, H. cynogastricus, H. mastomirinus, H. equorum, H. baculiformis, H. suis, H. heilmannii,
H. macacae, H. valdiviensis y H. himalayensis. (List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclarutre, http://www.bacterio.net/helicobacter.html).

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa gastrica del estomago
humano. Entre sus caracteristicas morfolédgicas destacan su forma espiral con terminaciones
redondeadas. Mide 2,5-4 um de longitud y 0,5-1 um de ancho y esta dotada de 2-6 flagelos
unipolares de 2,5 um de longitud y 30 nm de grosor (Goodwin et al., 1990). Son bacterias
microaerdfilas con metabolismo respiratorio que no metabolizan los carbohidratos. Su
temperatura dptima de crecimiento es de 37 °C, aunque también puede crecer en un rango de
35-39 °C (Mégraud, 1995).

7,
o
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Figura 1. Micrografia electrénica de Helicobacter pylori con multiples flagelos. (Fuente: Yutaka
Tsutsumi, M.D. Professor Department of Pathology Fujita Health University School of Medicine.)

Las especies del género Helicobacter pueden ser subdivididas en dos grupos en funcion de su
reservorio, el estémago o el intestino: las especies gastricas y las especies enteropaticas (no
gastricas). Ambos grupos demuestran un alto nivel de especificidad en los érganos, asi las
especies gastricas son incapaces de colonizar el intestino y las especies no gastricas son
incapaces de colonizar el estdbmago, aungue existen algunas especies, como H. aurati, H. bilis y
H. muridarum, que pueden ser aisladas de ambos nichos (Kusters et al., 2006).

Todas las especies gastricas de Helicobacter se han adaptado a las condiciones inhdspitas de la
mucosa gastrica superficial. Esta capacidad de resistencia a las condiciones acidas de la mucosa
puede ser debida por un lado a que la ureasa (enzima presente en la bacteria e imprescindible
en el proceso de colonizacién de la mucosa géstrica) hidroliza la urea produciendo amonio y
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proporciona un medio alrededor de la bacteria casi neutro, lo que les permite la supervivencia
evadiendo las propiedades bactericidas del acido clorhidrico del estémago. Por otro lado, su
motilidad, a causa de los flagelos, les permite realizar un movimiento rapido hacia el interior de
la mucosa gastrica (Ansari & Yamaoaka, 2017). Ambas caracteristicas, tanto la morfologia espiral
como la motilidad flagelar, le ayudan a penetrar en la capa de mucosa viscosa, donde las
condiciones se aproximan mas a un pH neutro, permitiendo de esta forma, su crecimiento en el
estdmago (Ansari & Yamaoaka, 2017).

La capacidad de colonizar y persistir en el estémago humano durante muchos afios indica que
esta bacteria esta especificamente adaptada para ocupar sdélo este nicho (Doig et al., 1999).

H. pylori es una de las bacterias patdgenas mas importantes para el ser humano ya que es la
causante de gastritis estomacal tipo B. La gastritis es probablemente la infeccién mas comun
sufrida en la mayoria de los paises de todo el mundo. Ademas, guarda una estrecha relacién con
el desarrollo de Ulcera péptica y cancer gastrico (Axon et al., 2014).

1.1.1 Importancia en alimentos

Las rutas de transmision del H. pylori no estan totalmente establecidas. Considerando las
diferentes evidencias epidemioldgicas y microbioldgicas, se han sugerido diversas vias, entre las
que destacan el agua y los alimentos como posibles vectores (Palomino et al., 2012).

Los alimentos cuyos factores intrinsecos son, actividad de agua superiora 0,97 y pHentre 49y
6,0 pueden proporcionar condiciones éptimas para el desarrollo y supervivencia de H. pylori. A
pesar de que es poco probable que la bacteria sobreviva en los alimentos de forma activa, puede
sobrevivir, sin embargo, en forma viable no cultivable (VNC), es decir, permanecer en forma
silente gracias al desarrollo de un estricto metabolismo enddgeno, estado en el que no son
capaces de crecer pero si mantener actividad metabdlica y en el que suelen adoptar forma
cocoide. De esta manera, el microorganismo es capaz en cierto momento de retomar su plena
capacidad metabdlica, y recuperar potencial infectivo (Fernandez-Delgado et al., 2008). Un
experimento que pone de manifiesto la supervivencia de este microorganismo en alimentos fue
el que Karim & Maxwell (1989) llevaron a cabo. Inocularon artificialmente H. pylori, y lo
cultivaron durante 8 dias en muestras de leche almacenadas a temperatura ambiente y en
refrigeracién a 4°C. Los resultados que obtuvieron revelan que el microorganismo no se pudo
multiplicar, pero logré sobrevivir disminuyendo su crecimiento en un ciclo log tras 4 dias, a
ambas temperaturas (Karim et al., 1989).

Diversos estudios han profundizado sobre la presencia de H. pylori en diferentes alimentos. Por
ejemplo, Fujimura et al. (2002) investigaron la presencia del microorganismo en leche de vaca
mediante un método de cultivo y microscopia electrdnica. Con los resultados que obtuvieron
demostraron la presencia del gen ureasa, el cual es propio de H. pylori, en 13 de las 18 muestras
de leche cruda, y en 11 de las 20 muestras de leche comercial pasteurizada analizadas (Fujimura
et al., 2002).

También se han realizado estudios sobre la presencia de H. pylori en moluscos, como el estudio
de Fernandez et al. (2007), que detectaron ADN del microorganismo en estudios en agua de
mar, plancton y ostras en diferentes zonas de Venezuela. Los autores concluyeron que los
moluscos podrian ser vehiculos de transmisidn, es decir, actuar como vectores de la infeccion
por H. pylori, ya que este tipo de alimentos se suele ingerir crudo, en las zonas afectadas por la
contaminacion de esta bacteria (Fernandez et al., 2007). Estudios realizados por el grupo de
investigacion dirigido por la Prof. M. A. Ferrus, revelan igualmente la presencia de DNA de H.



pylori en aguas potables y aguas residuales en la region de la Comunidad Valenciana (Santiago
etal. 2015).

Estudios realizados por Poms y Tatini (2001) evaluaron también la presencia y supervivencia de
H. pylori en distintos alimentos semiprocesados y frescos, mantenidos a 4°C. En las muestras de
leche pasteurizada y tofu la bacteria fue recuperada tras un periodo maximo de incubacion de
cinco dias; en lechuga y pollo crudo el microorganismo sobrevivié durante dos dias y solamente
en yogurt no pudo ser recuperado. Por tanto, y como conclusiéon, se obtuvo que la bacteria H.
pylori es capaz de sobrevivir en medios de elevada humedad, baja acidez y en condiciones de
refrigeracion. Esto supone un riesgo para la salud humana debido a su capacidad de transmision
a través de alimentos minimamente procesados (Poms et al., 2001).

1.1.2 Consecuencias para la salud
La infeccion por la bacteria H. pylori es la principal causa de cancer gastrico ademas de ser la
tercera causa de muerte por cancer a nivel mundial (Venerito et al., 2014).

La infeccion por H. pylori es la mds prevalente del mundo ya que afecta aproximadamente al
50% de la poblacién mundial. Esta bacteria se caracteriza por ser causante de varios tipos de
patologias gastricas (Figueiredo et al., 2002):

Gastritis crénica

Dispepsia funcional

Ulcera péptica

Ulcera de estémago

Ulcera de duodeno

Cancer géstrico

Cancer de eséfago

Linfoma gastrico tipo MALT

O O 0O O 0 O O ©O

Ademas, también se ha asociado a un aumento del riesgo de padecer numerosas patologias no
digestivas (Cotticelli, et al., 2006; Papagiannakis, 2013; Axon, 2014; Eusebi et al., 2014, Dorer et
al., 2009; Wang et al., 2014), tales como:

Diabetes mellitus
Enfermedad de Alzheimer
Parkinson
Adenoma y adenocarcinoma de colon
Retinopatia serosa central idiopatica
Enfermedades autoinmunes:

> Tiroiditis

> Sindrome de Sjogren

> Urticaria crénica

O O O O O O

Los pacientes que padecen gastritis crénica tienen un mayor riesgo de desarrollar ulceras
pépticas y carcinoma gdstrico. Este riesgo es especialmente alto en individuos con gastritis
atrdéfica multifocal crénica, un tipo de enfermedad autoinmune en la que los anticuerpos atacan
el revestimiento de la mucosa del estémago, causando adelgazamiento y pérdida de muchas, o
todas las células que producen los acidos y enzimas.

Entre todas las enfermedades causadas por este patdégeno, la mayor atencién se presta al
desarrollo del cancer de estdmago. Este tipo de patologia ocupa el cuarto lugar en frecuencia
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en el mundo y estd directamente relacionada con el progreso de la accién maligna del
microorganismo, junto con las predisposiciones genéticas.

Segln Argent et al. (2004) la incidencia de cancer gastrico esta asociada indiscutiblemente con
la infeccidn por H. pylori, pero factores como la dieta y los polimorfismos genéticos del
hospedador estdn directamente relacionados con el inicio de la patologia y el grado de
intensidad.

1.1.3 Terapia antibiotica

La primera terapia aplicada frente a este patdgeno en 1988 comprendia el suministro de una
combinacién de bismuto junto con dos antibidticos. Esta resultd tener diversos efectos
secundarios, con un 55% de erradicacion de la bacteria. Con el fin de simplificar, se introdujo la
terapia dual en la cual se combina el omeprazol con claritromicina. Los resultados obtenidos no
fueron los esperados ya que se obtenian porcentajes de erradicacién por debajo del 70%. Los
dos métodos anteriores han caido en desuso en Europa por su escasa eficacia contra H. pylori
(Hernandez, 2001).

En estudios realizados in vitro, la bacteria H. pylori es sensible a un elevado nimero de
antibidticos, pero la mayoria pierden su actividad in vivo ya que el estdmago tiene unas
condiciones de pH muy restrictivas. Esta limitacidon hace necesaria la asociacién de un inhibidor
de la bomba de protones (PPI), como el omeprazol o lansoprazol, en la terapia. Los antibiéticos
mas utilizados en la terapia contra la infeccion por H. pylori son (Gisbert et al., 2005):

Metronidazol
Amoxicilina
Tetraciclina
Claritromicina

o O O O

Y en menor medida:

Quinolonas: Ciprofloxacina, Levofloxacina, Moxifloxacina
Azitromicina

Eritromicina

Furazolidona

Nitrofurantoina

o O O O O

Actualmente, el tratamiento de primera linea consiste en una terapia triple o una terapia
cuadruple en caso de fallo de la primera. La terapia triple incluye un inhibidor de la bomba de
protones (PPI) combinado con dos antibidticos, normalmente amoxicilina y claritromicina. La
terapia cudadruple incluye, ademas de la triple medicacion, sales de bismuto. La terapia
secuencial es una terapia simple doble, que incluye una PPl mas amoxicilina en los primeros 5
dias de tratamiento, y a continuacion una triple terapia con una PPI, claritromicina y tinidazol
(dos veces diarias) durante los siguientes 5 dias (Egan et al., 2007).

La triple terapia tiene una eficacia del 75% pero tiene un elevado coste, y estd asociada con la
aparicidon de resistencia a los medicamentos, y numerosos efectos adversos, como alergias,
mientras que la terapia secuencial tiene una eficacia del 90% e incluso mayor. Sin embargo, esta
aproximaciéon puede resultar equivoca ya que la bacteria puede oscilar entre un estado
replicativo, en el que el microorganismo permanece susceptible al antibidtico, y un estado no
replicativo, donde aparece fenotipo resistente y se convierte dificil de erradicar. Este cambio es



dependiente del pH del entorno: La bacteria entra en un estado no replicativo cuando el pH esta
en torno a 4,0-6,0 (Figura 2) (Egan et al., 2007).

Non-replicative cycle O Replication cycle
pH(4-6) & pH(6-8)

Insensitivity to antibiotics e & X H. pylori Sensitivity to antibiotics

- LumenpH~2 —
) )
RMlcroenvlrony

Mucus cells

Interstitial fluid

Capillary u 7 O

Figura 2. Ciclo de replicacion de H. pylori (sensibilidad antibidtica) y un estado no replicativo

(insensibilidad antibidtica). Los ciclos ocurren segun el pH del microentorno. (Fuente: Egan et al:
Treatment of Helicobacter pylori. Helicobacter 2007, 12:31-37).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha publicado recientemente, (Ginebra, 27 de febrero
del 2017) su primera lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los antibidticos, en la que se
incluyen por primera vez las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana, entre
las que se encuentra en el segundo bloque, de prioridad elevada, la bacteria Helicobacter pylori.
En la lista se pone de relieve especialmente la amenaza que suponen las bacterias Gram-
negativas resistentes a multiples antibidticos. Estas bacterias tienen la capacidad innata de
desarrollar nuevas formas de resistir a los tratamientos, y pueden transmitir material genético
gue permite a otras bacterias hacerse farmaco-resistentes. Es por ello que existe la necesidad
de encontrar productos naturales que tengan capacidad antimicrobiana en la terapia contra las
infecciones causadas por estos microorganismos (OMS, 2017).
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Figura 3. Esquema de la OMS de los patégenos clasificados seglin su prioridad para la
investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos. (Fuente: OMS, 2017)

1.2 ANTIMICROBIANOS NATURALES

La aparicién de resistencias adquiridas a los antibidticos de uso habitual es una preocupacion
que se ha extendido a nivel mundial. Con la resistencia a los antibioticos alcanzando un punto
de crisis en centros médicos y la creciente tasa de resistencia que afecta a las comunidades,
existe una necesidad urgente de desarrollar las alternativas que, como agentes antimicrobianos,
se proponen frente a los patégenos humanos. En este contexto, es extremadamente importante
buscar nuevas fuentes terapéuticas con accidn anti-Helicobacter pylori (Bonifacio et al., 2014).

El uso de productos naturales en la terapia contra enfermedades causadas por microorganismos
presenta ventajas sobre los farmacos derivados de fuentes sintéticas. Fundamentalmente,
ventajas asociadas a los bajos efectos secundarios de compuestos naturales bioactivos cuando
se compara su actividad toxicoldgica y farmacoldgica con los obtenidos de fuentes industriales.
Por ello, areas como la gastroenterologia y la bacteriologia vienen realizando desde hace
algunos afios unaintensa labor de busqueda e investigacion sobre las actividades farmacolégicas
que tienen diversos productos naturales contra los agentes infecciosos (Bonifacio et al., 2014).

Diversos productos naturales han demostrado actividad antimicrobiana contra H. pylori y
durante siglos, una larga variedad de plantas y sustancias derivadas de recursos alternativos han
sido utilizadas en el tratamiento de los trastornos gastrointestinales (Takeuchi et al., 2014).



Tabla 1. Productos naturales y alimentos que presentan actividad anti-H. pylori.

Producto o alimento

Componente
activo

Efecto antimicrobiano

Referencia

Leche de bovino

N

v

Té verde

)

Aceites esenciales

Pri™ 4
\_',_) k.ak
A :‘ JL'U

Jengibre

Lactoferrina

Compuestos de
catequina

Glicdsidos de
quercetina

Compuestos de
polifenoles

Alicina,
Componentes
de dialilo-
azufre

Terpenos

6-gingerol,
8-gingerol,
10-gingerol,
6-shogaol,
acidos fendlicos

Favorece efecto sinérgico
- con los antibioticos en
tratamiento de H. pylori

Inhibicién de la actividad
ureasa a través de la
membrana celular
disruptiva

Inhibicion de la actividad
ureasa

Inhibicion de la adhesién
de H. pylori a la mucosa
gastrica

Bloqueo de la activacidn
del receptor Toll-like 4
(TLR4)

(Guttner et al., 2003)

(Di Mario et al., 2006)

(Pastene et al., 2009)

(Matsushima et al.,
2008)

(O’Gara et al., 2008)

(Ohno et al., 2003)

(Nostro et al., 2005)



El potencial antimicrobiano asociado a muchos de estos productos naturales esta directamente
relacionado con la presencia/rigueza de dichos productos en componentes bioactivos
(compuestos polifendlicos, péptidos, polisacaridos, entre otros). Especial mencién merecen lo
compuestos polisacaridos procedentes de fuentes vegetales (alginatos, laminarinas, Fucoidanos
sulfatados), por su demostrada capacidad antimicrobiana (Patel, 2012). Durante la ultima
década se han descubierto numerosos polisacaridos bioactivos con propiedades funcionales
interesantes procedentes de algas marinas (Figura 4) (Patel, 2012).

Figura 4. Algas marinas que crecen en la costa de California del Océano Pacifico. (Fuente: Patel,
2012).

1.2.1 Antimicrobianos de origen marino

El campo biomédico y alimentario estd constantemente buscando nuevos biomateriales con
propiedades innovadoras. Los polimeros naturales resultan prometedores en este sentido, tanto
desde un punto de vista tecnolégico, mejorando las propiedades sensoriales del producto final,
como por la mejora del valor nutricional y funcional del producto acabado (alto contenido en
fibra, efecto prebidtico, regulador del sistema inmunoldgico, entre otros).

Las macroalgas pardas del género Phaeophyceae son ricas en polisacaridos como los acidos
alginicos (alginato) o laminarinas (laminarans), pero también en fucanos sulfatados. Estos
polisacaridos sulfatados Unicamente se encuentran en especies de algas pertenecientes a este
género (Macrocystis pirifera, Undaria pinnatifida, Fucus vesiculosus, Nereocystis luetkeana,
Fucus serratus, Durvillaea antdrctica, Nereocystis luetkeana, Fucus distichus, Egregia menziesii,
Sargassum horneri, Durvillaea potatorum...) y no poseen equivalencia en plantas terrestres; se
asemejan sin embargo, en sus propiedades quimicas y bioldgicas a los glicosaminoglicanos de
mamiferos (Tiago et al., 2012), y destacan en nuestros dias como prometedores agentes
terapéuticos.

Las caracteristicas bioldgicas de los polisacaridos sulfatados provenientes de estas algas pardas
reportadas hasta ahora son: antioxidantes, antitumorales, inmunomoduladoras,
antiinflamatorias, anticoagulantes, antivirales, antiprotozoarias, antibacterianas y antilipémicas
entre otras (Tiago et al., 2012).



Entre las especies de algas pardas de mayor relevancia se encuentran tres de ellas sobre las que
se centrara el presente estudio, pertenecientes a la orden de las Laminariales:

» Macrocystis pirifera

» Undaria pinnatifida
»  Fucus vesiculosus

Tabla 2. Caracteristicas de las algas pardas Macrocystis pyrifera, Undaria pinnatifida y Fucus

vesiculosus.
L. .. Caracteristicas
Caracteristicas Caracteristicas .. .
Alga parda .. composicionales Referencia
estructurales nutricionales ..
quimicas
Rica en vitaminas
A,B,CVYE;
minerales entre
35-40 m de ellos el yodo,
largo sodio, hierroy
. azufre.

Fucus vesiculosus

diferenciadas en
grampon, estipite
y expansiones
laminares

La hoja es muy
recortada,
translicida y
flexible. Alcanza
hasta 3 m de
largo.

Recubierta de
vesiculas rellenas
de aire

Alto valor proteico.
Contiene también
acido algémico,
almidon, grasas,
aceites,
carbohidratos y
fibra
Alto contenido
en calcio (13
veces mas que la
leche), fosforo,
magnesio y
hierro. También
contiene
vitaminas A, B1,
B2,B12yC.
Rica en yodo,
mucilagos
solubles. Aalto
contenido en
vitaminas (A, C,
E, grupo By
acido félico) y
oligoelementos
(cobre, zinc,
bromo, silice,
cromo y selenio)

Fucosa/galactosa
(18/1), sulfato

Fucosa/galactosa
(1/1.1), sulfato

Fucosa, sulfato

(Black et al.,
1952)

(Lee etal.,
2004)

(Nishino et
al., 1994)

Todas las algas pardas presentan la especial caracteristica de ser muy ricas en el polisacarido
Fucoidan. El Fucan representa una familia de polisacaridos sulfatados (SP) solubles en agua, ricos
en L-fucosa sulfatada, extraida de la matriz extracelular de estas algas (Li et al., 2008). El
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fucoidan, el alfa-L-fucan sulfatado (término utilizado a menudo indistintamente con fucanos) ha
demostrado un gran potencial bioactivo, destacando en la lucha contra el cancer por sus
destacados efectos en la apoptosis selectiva de células cancerigenas (Costa et al., 2011).

1.3 FUCOIDAN

Fucoidan se refiere a un tipo de polisacarido que contiene porcentajes sustanciales de grupos
éster de L-fucosa y sulfato, derivados principalmente de algas pardas. El polisacarido fue
nombrado como "fucoidin" por el Profesor Kylin, en la Universidad Upsala de Suecia (1913)
cuando fue aislado por primera vez de las algas pardas marinas. Ahora es nombrado como
"fucoidan" segun las reglas de IUPAC, pero algunos también lo llaman fucan, fucosan o fucan
sulfatado (Li et al., 2008)

La extraccion de fucoidan a partir de algas pardas, como de otros polisacaridos sulfatados de las
macroalgas, se realiza mediante el proceso de extracciéon acuosa en caliente, con precipitacion
con sales o disolventes orgdnicos. El proceso se puede dividir en tres pasos: molienda de algas
marinas, extraccion/purificaciéon (implica multiples extracciones acuosas prolongadas vy
soluciones acidas y puede incluir calcio para promover la precipitacion de alginato y obtener
fucoidan) y secado/almacenamiento cuidadoso (Figura 5) (Tiago et al., 2012).

eLavado de

‘ «Didlisis
acuosa

eExtraccion
eAcido
caliente

eCalcio para
precipitar

las algas

Figura 5. Proceso de extraccidon del fucoidan procedente de algas pardas (Fuente: Tiago et al., 2012)

1.3.1 Caracteristicas estructurales

Desde que Kylin aislé fucoidan en 1913, se han investigado las estructuras del fucoidan de
diferentes algas pardas. El Fucoidan de varias especies de algas marrones, como Fucus
vesiculosus, tiene composiciones quimicas simples, compuestas principalmente de fucosa y
sulfato. Pero las composiciones de la mayoria de los fucoidanes son complejas. Ademas de
fucosa y sulfato, también contienen otros monosacaridos (manosa, galactosa, glucosa, xilosa,
etc.) y dcidos urdnicos, incluso grupos acetilo y proteinas. Ademas, las estructuras de fucoidanes
de diferentes algas pardas varian de una especie a otra (Li et al., 2008).

La posicidon de los grupos sulfato juegan un papel importante en la actividad bioldgica de los
polisacaridos sulfatados. Los métodos para determinar la posicion de sulfato incluyen la
espectroscopia infrarroja, la desulfatacién, la estabilidad de ésteres de sulfato a alcali y el analisis
de metilacién (Li et al., 2008).

En 1993, en los datos de metilacion de GC/MS, Pankter y sus colaboradores revisaron este
modelo estructural, sugiriendo que la regién central del fucoidan era principalmente un
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polimero de fucosa unida a a- (1 = 3) con grupos sulfato sustituidos en la posiciéon C-4 en
algunos de los residuos de fucosa (Figura 6). Anteriormente, Conchie y O'Neill encontraron que
la unidad componente principal era 1,2-a-fucosay la mayoria de los grupos sulfato se localizaban
en la posicion C-4 de las unidades de fucosa. La diferencia entre las dos observaciones se debe,
en primer lugar, a una diferencia en el método de preparacién: El fucoidan de Conchie fue
extraido con agua caliente, en lugar de la extraccién acida utilizada por Pankter; y en segundo
lugar, los métodos de metilacién utilizados por cada uno diferian (Patankar et al., 1993).

Fucal
2
—3 cmal -3Fucal-3 lerco',l -3Fucal-3 Flical —
t t t
Fucal SO; SO;

Figura 6. Modelo medio de Pankter para la estructura del compuesto fucoidan (Fuente: Li et al.,
2008).

1.3.2 Capacidad antimicrobiana

El compuesto fucoidan procedente de algas marinas ha sido objeto de muchos estudios
cientificos con el objetivo de evaluar sus posibles actividades bioldgicas, incluyendo
antitumorales e inmunomoduladoras, antivirales, antitrombdticas y anticoagulantes,
antiinflamatorias y antioxidantes, asi como sus efectos contra diversas enfermedades renales,
hepaticas y trastornos uropaticos (Patel et al., 2012).

En el estudio realizado por Zhang et al. (2015) se analizaron los fucoidanos obtenidos de
Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera, Undaria pinnatifida y Fucus vesiculosus, por su
efecto sobre la apoptosis de neutréfilos humanos, la activacion de NK en células de raton,
maduracién de DCs de bazo, proliferacidn y activacion de células T, y el efecto adyuvante in vivo.
Los fucoidanos de M. pyrifera y U. pinnatifida retardaron fuertemente la apoptosis de
neutréfilos humanos a baja concentracion, mientras que los fucoidanos de A. nodosum y F.
vesiculosus retrasaron la apoptosis de neutréfilos humanos a mayor concentracion. Ademas, el
fucoidan de M. pyrifera promovid la activacién de las células NK y la actividad citotdxica contra
las células YAC-1. Ademas, el compuesto fucoidan del alga M. pirifera indujo la activacién mas
fuerte de las DCs y células T de bazo y respuestas inmunes especificas de ovoalbimina (OVA) en
comparacién con otros fucoidanos. Estos datos sugieren que el fucoidano de M. pyrifera puede
ser potencialmente Util como agente terapéutico para enfermedades infecciosas, cancer y un
adyuvante eficaz para la vacuna (Zhang et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

En el contexto expuesto previamente, y como respuesta a la urgente necesidad de investigar
sobre antimicrobianos naturales alternativos a los antibidticos, altamente efectivos frente a
Helicobacter pylori, patdgeno emergente de reconocida relevancia en salud publica, el objetivo
principal del presente estudio es:

Evaluar el potencial antimicrobiano in vitro del compuesto FUCOIDAN obtenido de diversas
especies de algas pertenecientes al género Phaeophyceae, algas pardas de elevada riqueza en
dicho polisacdrido bioactivo frente a Helicobacter pylori.

Como objetivos especificos del presente estudio se plantean los siguientes:

1. Evaluar el potencial antimicrobiano, bacteriostatico y/é bactericida, del compuesto
FUCOIDAN procedente de las especies Fucus vesiculosus, Undaria pinnatifida y
Macrocystis pyrifera de algas pardas frente a H. pylori.

2. Determinar la influencia que los factores de exposicién a FUCOIDAN, tiempo y
temperatura, ejercen en el efecto antimicrobiano observado frente a H. pylori.

3. Obtener los pardmetros cinéticos que describen el crecimiento del microorganismo bajo
las condiciones de estudio.

4. Discutir la influencia que la estructura y origen del compuesto FUCOIDAN ejercen en la
efectividad de este compuesto bioactivo frente a H. pylori.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. HELICOBACTER PYLORI: CEPA DE REFERENCIA

La cepa H. pylori 11637 NCTC utilizada en el presente estudio fue proporcionada por la Coleccidon
de Cultivos Tipo de Reino Unido, y reconstituida de acuerdo a las indicaciones de la coleccion. A
partir de dicha cepa se prepard un stock de crioviales congelados a -80 °C, en concentracion
1+0.54x108 CFU/mL — fase estacionaria.

3.2. METODO DE TURBIDIMETRIA - CURVA DE CALIBRACION

La turbidimetria es un método establecido para estudiar el crecimiento bacteriano a través de
mediciones de densidad 6ptica, lo cual hace posible el seguimiento del crecimiento de la
poblacién bacteriana en tiempo real (Dos Santos, 2007). Esta técnica se basa en el hecho de que
las particulas pequefias difractan la luz, dentro de ciertos limites, de manera proporcional a su
concentracién. Cuando un haz luminoso pasa a través de una suspension bacteriana, la
reduccion en cantidad de luz transmitida a consecuencia de la difraccidn es pues una medida de
masa bacteriana presente. Tales mediciones se realizan utilizando para ello un fotometro o
espectrofotdmetro (ver figura 7), equipado con un prisma o una red de difraccién que permite
la iluminacién de la muestra con luz de un margen estrecho y ajustable de longitudes de onda.

Figura 7. Espectrofotdmetro (Biomate 3, Thermo scientific) utilizado en los estudios de
crecimiento realizados para H. pylori en el Departamento de Biotecnologia, Catedra de
Microbiologia de la Universidad Politécnica de Valencia.

Para determinar el crecimiento bacteriano en funcién del aumento de la turbidez del medio es
necesario realizar las correspondientes curvas de calibracién que relacionen, para cada
microorganismo y sustrato considerado, la equivalencia existente entre el valor de OD y el
recuento bacteriano correspondiente, ajustando directamente los datos mediante una ecuacion
de regresion.

Para los estudios con H. pylori se construyeron inicialmente curvas de calibrado que relacionen
ODgoonm cON recuento bacteriano (logie (UFC/mL)). Para ello, en primer lugar se tomaron
alicuotas de crioviales mantenidos en stock, y se realizaron siembras directas en placas Agar
Sangre Columbia (CBA) (Difco, Franklin Lakes, New Jersey, USA), suplementado al 10 % con
sangre desfibrinada de caballo (HB) (Oxoid, UK) (CBA+HB), que se incubaron a 37 °C (5-7 dias),
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en condiciones de microaerofilia (5% oxigeno, 10% diéxido de carbono, y 85 % nitrégeno)
dispuestas en jarras de anaerobiosis (Campy Gas Pak system; Oxoid, Basingstoke, UK). Ademas,
se tomaron alicuotas y se realizaron también diluciones seriadas en PBS filtrado (pore size, 0.2
um; Sigma Aldrich sterile syringe filter) 1X (130 mmol/L sodium chloride, 10 mmol/L sodium
phosphate, pH 7.2), procediendo también a la correspondiente siembra en placas de CBA+HB
(D1, D2, D3, D4, D5). Dichas placas se mantuvieron en incubacién 5-7 dias en condiciones de
microaerofilia a 37 °C (Figura 8). Tras la inspeccidn visual de las placas a los 5 dias, se realizaron
los correspondientes recuentos bacterianos.

Figura 8. Ejemplo de un resultado de crecimiento de H. pylori en siembra en placa de CBA+HB.

Las placas correspondientes a recuentos bacterianos de entre 10° — 108 UFC/mL se utilizaron
para realizar la correspondiente curva de calibrado ODgoonm versus UFC/mL. Para ello se prepard
el sustrato que serd utilizado en el presente estudio como medio de referencia: Muller Hinton
Broth (MHB) (Scharlab S.A., Barcelona, Spain) estéril (Bayona-Rojas., 2013; Douraghi et al.,
2010).

Las células de H. pylori se recogieron de las placas de CBA+HB y se introdujeron en viales
conteniendo PBS 1X filtrado estéril, para proceder al lavado de las mismas (centrifugacién 5000
rpm, 3 min). Una vez eliminado el sobrenadante, las células se re-suspendieron utilizando 1 mL
de MHB estéril previamente preparado. Partiendo de las suspensiones celulares a las distintas
concentraciones bacterianas, se realizaron inoculaciones de 1:10 en MHB. Con dicho conjunto
de muestras se procedié a la realizacidn de las mediciones espectrofotométricas por triplicado.
Paralelamente, se realizaron siembras en placas CBA+HB para cada uno de los tubos
conteniendo distintas concentraciones bacterianas. Con los resultados obtenidos se
establecieron las correspondencias entre recuento en placa y medidas de OD a 600nm.

Curva de calibrado logio (UFC/mL) versus ODeoonm para H. pylori en MHB:

log1o(UFC/mL) = 6,057 X ODgop nm + 3,71 Ecuacién 2

Figura 9. Cubeta en la cual se midieron todas las densidades dpticas a 600 nm.
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3.3. PREPARACION DE MATRICES: MEDIO DE REFERENCIA Y SUSPENSIONES CON
FUCOIDAN

3.3.1. Ensayos de crecimiento en presencia de FUCOIDAN.

Las células de H. pylori mantenidas en stock fueron inoculadas (100 pl) y crecidas en placas de
CBA+HB (5 dias, condiciones de microaerofilia). Las células crecidas fueron suspendidas en 500
ul del medio que se utilizara como referencia en el presente estudio, MHB estéril. Se prepararon
tubos (por triplicado) conteniendo 9900 ul de MHB, sobre los que se adicionaron 100 pl de la
suspension celular de H. pylori, ajustando el valor de ODgoonm = 0.10£0.05. Estos tubos se
utilizaron como control, ya que permiten registrar el crecimiento de H. pylori en el medio NO
SUPLEMENTADO CON FUCOIDAN, condiciones normales.

Paralelamente, se prepard una suspension madre en MHB conteniendo FUCOIDAN en
concentraciéon 5000 pg/mL, que fue dividida en alicuotas mantenidas en congelacién a -20 °C.
Partiendo de la solucion madre se realizaron diluciones en MHB, y se prepararon tubos
conteniendo 5, 10, 25, 50 y 100 pg/mL de fucoidan (por triplicado para cada concentracién) (Ver
Figura 11). Dichos tubos fueron inoculados con las suspensiones bacterianas previamente
preparadas, ajustando un valor final de ODggonm = 0.10+£0.05. Ademas de la suspensién control
(no suplementada con fucoidan) se prepararon suspensiones blanco (no inoculadas), tanto para
MHB como para MHB suplementado con las distintas concentraciones de fucoidan, que se
utilizaron como “autozero” del equipo. Dichas suspensiones se mantuvieron almacenadas en las
mismas condiciones que los tubos (37 °C y condiciones de microaerofilia) en jarras de
anaerobiosis estériles, con el objetivo de determinar si la matriz sufre algin cambio que pudiera
interferir en los resultados obtenidos mediante espectofotometria (Ver Figura 11).

Figura 10. Tubos conteniendo las distintas concentraciones bacterianas de las cuales se midid
la densidad éptica a 600 nm.
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Figura 11. Esquema preparacién de matrices ;
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MODELIZACION MATEMATICA DE LOS RESULTADOS

Los resultados cinéticos obtenidos en el crecimiento de H. pylori en presencia y ausencia de
fucoidan fueron ajustados a la ecuacién modificada de Gompertz, cuya expresion matemdtica
se detalla a continuacion:

Logio(N;) =A+Ce”

~Bx(t-M) "
€ Ecuacién 2

Donde, Nt representa la carga final de microorganismos a tiempo t (CFU/mL); el parametro A
corresponde al logio del recuento inicial (logio (CFU/mL)); el parametro C es la diferencia entre
las asintotas Nmax ¥ No (logio (CFU/MI)); B es la tasa de crecimiento relativo cuando t = M (logio
(CFU/mL)/h); y M es el parametro que corresponde al tiempo requerido hasta alcanzar la
maxima tasa de crecimiento (h).

Los parametros A, B y C de la ecuacién de Gompertz fueron utilizados para calcular los
parametros cinéticos tiempo de latencia (A, h) y la tasa maxima de crecimiento especifica (Umax,
(logio (CFU/mL))/h)), de acuerdo con las siguientes ecuaciones (McMeekin et al., 1993):

A=M— (l) + 10g10(N0)~4 Ecuacion 3

B Hmax

BxC iy
Wnax = —— Ecuacion 4

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

El analisis estadistico consistié en un andlisis multifactorial de la varianza (ANOVA) para
detectar diferencias estadisticamente significativas (p-value <0.05) entre los resultados
obtenidos en el crecimiento/inactivacion de H. pylori en presencia del compuesto fucoidan de
las diferentes especies en estudio, dependiendo de las variables consideradas, concentracién
y temperatura de incubacidn. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software
Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El efecto antimicrobiano del compuesto bioactivo FUCOIDAN se estudid in vitro frente a
Helicobacter pylori utilizando un rango de concentraciones de entre 5-100 pg/mL. La exposicion
del microorganismo al compuesto FUCOIDAN se realizd mediante incubaciones a distintas
temperaturas, 8 y 37 °C y tiempos de contacto de 0 a 10 dias, estudiando ademas la influencia
del origen del FUCOIDAN, procedente de diferentes especies de algas pardas: Macrocystis
pyrifera, Undaria pinnatifida y Fucus vesiculosus, en su efectividad antimicrobiana frente a H.
pylori.

La exposicidon de resultados se realiza para cada especie macroalgal en estudio, evaluando el
efecto de las variables concentracién de FUCOIDAN, temperatura de incubacion, y tiempo de
exposicién, sobre la capacidad antimicrobiana del mismo, para finalmente establecer una
comparaciéon de la efectividad de este compuesto bioactivo en funcion de la especie de alga
considerada.

4.1 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DEL COMPUESTO FUCOIDAN PROCEDENTE DEL
ALGA MACROCYSTIS PYRIFERA FRENTE A HELICOBACTER PYLORI.

Los resultados obtenidos utilizando el compuesto FUCOIDAN obtenido del alga Macrocystis
pyrifera revelan que, bajo condiciones de incubacidn dptimas para el microorganismo, todas las
concentraciones de FUCOIDAN en estudio [5-100] ug/mL ejercen un efecto BACTERIOSTATICO
sobre el crecimiento del microorganismo.

Como puede apreciarse graficamente (Figura 12A), la adicion de FUCOIDAN en concentraciones
de [5-25] ug/mL prolonga la fase de latencia del microorganismo (A, h) con respecto al control
(A = 22h). Asi, para 5 pg/mL la duracion de la fase de latencia es de 48 h, siendo el valor de A
igual a 72 h para H. pylori en suspensiones conteniendo FUCOIDAN a razén de 10 y 25 pg/mL.
Concentraciones de fucoidan en el intervalo [50-100] pg/mL inhiben el crecimiento del
microorganismo durante el periodo completo de estudio, permaneciendo la carga microbiana
final de H. pylori en valores préximos a los inoculados inicialmente (=4 ciclos logio). El compuesto
FUCOIDAN de Macrocystis pyrifera resulta efectivo inhibiendo el crecimiento de H. pylori hasta
en 2.70 ciclos logio en 5 dias. Ademas, tras 7 dias de incubacién a temperatura dptima, para la
concentracion de 100 pg/mL no se consiguieron recuperar células viables cultivables (VC) de H.
pylori, pudiendo ser esto debido bien a la entrada del microorganismo en forma cocoide
(estricto metabolismo enddgeno), y por tanto no cultivables (VNC), o bien al efecto BACTERICIDA
del compuesto.

A la temperatura de 8 °C, Helicobacter pylori no crece en medio de referencia MHB,
permaneciendo sin embargo, en forma viable cultivable durante el periodo completo de
incubacién (10 dias). Durante los 3 primeros dias de incubacién no existen diferencias
significativas entre los niveles de H. pylori observados en MHB control, y el MHB suplementado
con fucoidan a las distintas concentraciones estudiadas. Sin embargo, tras 5 dias de incubacién
a dicha temperatura, fue imposible recuperar células viables cultivables de H. pylori a partir de
las suspensiones conteniendo fucoidan. Con los datos de que disponemos, no podemos desvelar
la influencia que la concentracion de FUCOIDAN pueda tener sobre las células viables no

cultivables (VNC) o muertas de H. pylori, ya que para todos los niveles de concentracion
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estudiados y tras 5 dias de incubacion, se observa la pérdida completa de viabilidad atribuida al

efecto bactericida del FUCOIDAN y/o a la conversién de las formas helicoidales en cocoides. Sin

embargo, el efecto bactericida y/o inhibidor del compuesto FUCOIDAN del alga Macrocystis

pyrifera frente a H. pylori para una temperatura de incubacién de 8 °C, depende

significativamente (p-value <0.05) del tiempo de exposicion.
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Figura 12. Resultados obtenidos en los estudios de crecimiento para Helicobacter pylori en
Muller Hinton Broth (MHB) suplementado con FUCOIDAN procedente del alga Macrocystis
pyrifera a concentraciones en el intervalo 5-100 ug/mL, ver versus los resultados obtenidos en
el sustrato control (MHB no suplementado).
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4.2 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DEL COMPUESTO FUCOIDAN PROCEDENTE DEL
ALGA UNDARIA PINNATIFIDA FRENTE A HELICOBACTER PYLORI.

En la figura 13 se presentan los resultados relativos a los estudios de crecimiento para H. pylori
en medio suplementado con fucoidan a distintas concentraciones [5-100] pg/mL, procedente
del alga Undaria pinnatifida. En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que el
compuesto FUCOIDAN ejerce un marcado efecto BACTERICIDA frente al patdgeno en estudio,
para todas las concentraciones estudiadas. Tanto la variable “concentracién de FUCOIDAN
afiadida al medio”, como la variable “tiempo de exposicidon”, afectan significativamente (p-
value< 0.05) al efecto antimicrobiano ejercido por dicho compuesto bioactivo.

A la temperatura de 37 °C, a tiempos cortos de exposicion (24 h), Unicamente las
concentraciones elevadas de fucoidan muestran efecto BACTERICIDA. Si bien tras 24 h de
exposicién al compuesto FUCOIDAN el efecto bactericida obtenido para las concentraciones de
50-100 pg/mL presenta una gran desviacidn, no resultando estadisticamente significativo, si se
trata de un efecto que marca tendencia. A medida que aumenta el tiempo de exposicién a dicho
compuesto en el medio se observa un marcado efecto bactericida, mayor a concentraciones
mas altas de fucoidan. Asi, tras 48 h de exposicidon al compuesto fucoidan, las concentraciones
de 25-50 pg/mL consiguen reducir la concentracién de células VC de H. pylori en 2.30%0.25 ciclos
logio, no existiendo diferencias significativas entre el efecto observado a ambas
concentraciones. Ademas, para este mismo periodo de incubacién, la exposicion a 100 ug/ml de
fucoidan ejerce un efecto bactericida completo, permaneciendo el recuento de células VC por
debajo del limite de deteccion (efecto bactericida equivalente a 4.10+0.12 ciclos logio).

En las suspensiones conteniendo 5-10 pg/mL de fucoidan, los recuentos microbianos se
mantienen en valores préximos a 4 ciclos logio durante el periodo completo de incubacién (7
dias), ejerciendo por tanto un marcado efecto bacteriostatico en el crecimiento del patégeno, si
lo comparamos con el crecimiento observado en el sustrato control (MHB no suplementado con
fucoidan) (6.85+0.24 ciclos logio, tras 7 dias de incubacién — 37 °C).

Para un tiempo de contacto de 3 dias, las concentraciones de 25, 50 y 100 ug/ml reducen
completamente la poblacién de células VC de H. pylori, alcanzando reducciones de 4.85+0.12
ciclos logio a 6.85+0.24 ciclos logio con respecto al control, tras 7 dias de incubacién a 37 °C.

Como se ha comentado previamente, a la temperatura de 8 °C H. pylori no es capaz de crecer,
sin embargo mantiene viabilidad en el sustrato control (MHB) durante el periodo completo de
incubacidn (10 dias). Sin embargo, a 8 °C, y tras 24 h de exposicidn a fucoidan destaca el efecto
bactericida observado para 25 pg/mL, equivalente a 2.10+0.10 ciclos logi. Para esta
temperatura, tras 24 h de exposicion a las concentraciones de 50 y 100 pg/mL, se alcanza una
reduccion completa en la concentracidn de células VC de H. pylori.

Tras 48 h de exposicién a FUCOIDAN, los niveles de concentracion final de H. pylori en el sustrato
control y en el medio suplementado con 5 pg/mL FUCOIDAN no difieren significativamente. Sin
embargo, concentraciones > 10 pug/mL reducen por completo el nimero de células VC de H.
pylori (valores de reduccion préximos a 3.56+0.64 ciclos logao).
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Figura 13. Resultados obtenidos en los estudios de crecimiento para Helicobacter pylori en
Muller Hinton Broth suplementado con FUCOIDAN procedente del alga Undaria pinnatifida a
concentraciones en el intervalo 5-100 pg/mL, versus los resultados obtenidos en el sustrato
control (MHB no suplementado).
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Para tiempos de exposicidn iguales o superiores a 3 dias, todas las concentraciones de
FUCOIDAN resultan BACTERICIDAS frente a H. pylori, no pudiendo determinar en qué medida
una concentracion resulta mas efectiva que otra a medida que avanza el periodo de incubacion.

Podemos concluir por tanto, que para el compuesto fucoidan procedente del alga Undaria
pinnatifida se detecta tanto un efecto BACTERIOSTATICO (a 37 °C) como BACTERICIDA (a 37y 8
°C) frente a H. pylori, siendo bacteriostatico a las concentraciones de 5-10 pg/mL a 37 °C, y
bactericida a las concentraciones [25-100] pg/mL a la misma temperatura. El efecto bactericida
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del fucoidan se observa a la temperatura de 8 °C para todas las concentraciones en estudio [5-
100] pg/mL (tiempo de exposicion 3 dias).

4.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DEL COMPUESTO FUCOIDAN PROCEDENTE DEL
ALGA FUCUS VESICULOSUS FRENTE A HELICOBACTER PYLORI.

Se evalud también el efecto antimicrobiano del compuesto FUCOIDAN procedente del alga
Fucus vesiculosus frente a H. pylori. Los resultados obtenidos en los ensayos de crecimiento en
MHB se presentan en la figura 14.

Como puede apreciarse, a la temperatura de 37 °C las concentraciones mas bajas de fucoidan
([5-10] pg/mL) ejercen un marcado efecto BACTERIOSTATICO controlando el crecimiento de H.
pylori durante el periodo completo de incubacién (7 dias). Dicho efecto bacteriostatico es
dependiente de la concentracién, siendo inhibido el crecimiento de H. pylori en hasta 2.80+0.07
ciclos logio en suspensiones conteniendo 10 pg/mL (7 dias, 37 °C), alcanzando sélo 0.95 ciclos
logio de inhibicion para la concentracién de 5 pug/mL (7 dias, 37 °C).

A 37 °C, para concentraciones elevadas de fucoidan, 25, 50 y 100 pg/mL, el potencial
antimicrobiano de este compuesto es BACTERICIDA. Tras 24 h de exposicion a fucoidan,
Unicamente las concentraciones de 50-100 pg/ml presentan un marcado potencial BACTERICIDA
frente a H. pylori equivalente a 1.60+0.15 y 2.60+0.24 ciclos logio, respectivamente. Tras 5 dias
de exposicion a fucoidan las concentraciones de 25-50 pg/mL reducen en 2 ciclos logio el nimero
de células VC de H. pylori— carga inicialmente inoculada. La concentracion de 100 pug/mL resulta
la mas efectiva reduciendo por completo el nimero de células VC de H. pylori (3.55+0.28 ciclos
logio) en tan solo 3 dias de contracto.

Los resultados obtenidos a 8 °C, para H. pylori en medio suplementado con fucoidan no han
resultado consistentes para las concentraciones en el intervalo 5-10 ug/mL, ya que si bien parece
que dicho compuesto resulta efectivo como BACTERICIDA a ambas concentraciones a partir de
las 48 h de exposicion, reduciendo hasta 2.10+0.80 ciclos logigla carga microbiana inicialmente
inoculada (condiciones 8 °C, 7 dias de exposicién a fucoidan), no ha sido posible determinar con
precision cudl de las dos concentraciones, o si las dos, resultan igualmente efectivas. A pesar de
ello, es posible afirmar que tras 10 dias de incubacion, por exposicidn a fucoidan 5-10 pg/mL a
8 °C, se reduce completamente el numero de células VC de H. pylori en MHB, alcanzando un
efecto BACTERICIDA maximo de 3.71+0.17 ciclos logio para ambas concentraciones.
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Figura 14. Resultados obtenidos en los estudios de crecimiento para Helicobacter pylori en
Muller Hinton Broth suplementado con FUCOIDAN procedente del alga Fucus vesiculosus a

concentraciones en el intervalo 5-100 pug/mL, versus los resultados obtenidos en el sustrato
control (MHB no suplementado).

Concentraciones elevadas de FUCOIDAN en el rango 50-100 pg/mL, manifiestan efecto
bactericida tras 48 h de exposicidon, equivalente a reducciones de 1.35 ciclos log y 2.20 ciclos log
respectivamente, en los recuentos de células VC de H. pylori. Tras 5 dias de incubacion a 8 °C,
en suspensiones conteniendo 25, 50 6 100 pg/mL, el efecto bactericida observado es completo.
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4.4. COMPARATIVA DE LA EFECTIVIDAD DEL FUCOIDAN EN FUNCION DEL ORIGEN:
ESPECIES MACROCYSTIS PYRIFERA, UNDARIA PINNATIFIDA Y FUCUS
VESICULOSUS.

Obtenidos y discutidos los resultados correspondientes al efecto antimicrobiano del fucoidan
procedente de cada una de las especies de algas en estudio, considerando tanto la
concentracién como el tiempo de exposicion de las células de H. pylori a dicho compuesto,
procedemos a evaluar de forma comparativa la efectividad de las distintas especies en funcion
de su potencial BACTERIOSTATICO Y/O BACTERICIDA. Para ello, se ha elaborado la tabla 3,
incluyendo los valores de concentracion minima inhibitoria (requerida para inhibir (0.5 ciclos
logio) el crecimiento del patégeno con respecto al crecimiento observado en el sustrato control)
y concentracién minima bactericida (requerida para reducir (20.5 ciclos logio) el nimero de
células VC de H. pylori por debajo de los valores inicialmente inoculados).

Tabla 3. Comparativa del potencial antimicrobiana del compuesto FUCOIDAN procedente de
diversas especies de algas Phaeophyceae, en funcién de la temperatura.

Especie de alga género Phaeophyceae  Temperatura de estudio

Macrocystis pyrifera 37°C 8°C
MiC 50ug/mL -
MBC 100 pg/mL Sug/mL
Undaria pinnatifida 37 °C 8°C
MIC Sug/mL -
MBC 25 pg/mL 5ug/mL
Fucus vesiculosus 37°C 8°C
MIC 5ug/mL -
MBC 25ug/mL 5ug/mL

Como puede apreciarse en la tabla, la efectividad del FUCOIDAN es significativamente superior
a la temperatura de 8 °C, mostrando el fucoidan procedente de todas las especies de alga
estudiadas efecto bactericida frente a H. pylori para la concentracion de 5ug/mL a esta
temperatura. Este hecho es posiblemente debido a la combinacion de factores de estrés o
barreras al crecimiento que supone la utilizacién combinada de dos inhibidores, temperaturas
préximas a refrigeracion (bajo las cuales H. pylori es incapaz de crecer) y la adicién del
FUCOIDAN, compuesto bioactivo con elevada capacidad antioxidante. Este comportamiento es
similar al observado con otros compuestos altamente efectivos frente a este patdgeno, y que
demostraron previamente potencial antimicrobiano, como por ejemplo los arandanos, los
aceites esenciales, 6 la piel de manzana, entre otros, debido a que poseen componentes activos
(polifenoles, carotenoides) capaces de inhibir el crecimiento del patégeno (Pina-Pérez et al.,
2017).

Sin embargo, no sélo el valor de MIC y MBC, sino tanto el potencial bactericida expresado en
ciclos logio de reduccién por efecto de FUCOIDAN, como el tiempo de exposicidn requerido para
alcanzar dicho efecto, son ambos factores determinantes en cuanto a discernir qué especie de
alga es mas efectiva frente a H. pylori.

En la figura 15 se presenta una comparativa de los niveles de reduccion en células VC de H. pylori
(logio (UFC/mL) alcanzados bajo el efecto de las distintas especies de alga, a las concentraciones
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definidas como minimas bactericidas (concentracién requerida para reducir la poblacion de
células VC de H. pylori en al menos 0.5 ciclos logio).

Efectividad bactericida

i Macrocystis pyrifera B Undaria pinnatifida B Fucus vesiculosus
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Figura 15. Efectividad bactericida de las diferentes especies de alga en estudio dependiendo del
tiempo de exposicién: Macrocystits pyrifera (MBC = 100 ug/mL), Undaria pinnatifida (MBC = 25
ug/Ml), Fucus vesiculosus (MBC = 25 pg/mL).

En funcién del valor obtenido para la MBC es posible afirmar que el compuesto FUCOIDAN
procedente del alga Macrocystis pyrifera es de los tres estudiados el menos efectivo, siendo
necesaria una concentracion minima de 100 mg/mL y un tiempo de contacto de 7 dias, para
obtener algun efecto bactericida sobre la poblacién estudiada. De entre las especies Undaria
pinnatifida y Fucus vesiculosus, si bien ambas presentan el mismo valor de MBC, idéntico tiempo
de contacto, y valor de reduccidén (logio (CFU/mL)) en células VC de H. pylori, es el fucoidan
procedente del alga Undaria pinnatifida la que para dicha concentracién minima bactericida (25
ug/mL), a medida que se incrementa el tiempo de exposicidn, incrementa efectividad, muy
superior a la obtenida para el FUCOIDAN (25 pg/mL) procedente del alga Fucus vesiculosus, a
iguales tiempos de exposicion.

Tal efecto bactericida y bacterioestatico del compuesto FUCOIDAN procedente del alga Undaria
pinnatifida puede ser debido a que la concentracidén de éste en el alga sea la adecuada para
producir tal efecto ya sea por los componentes monomeéricos, el tamafio molecular, el sitio de
sulfatacién, el motivo estructural especifico, el grado de determinacién de la ramificacion...
(Patel, 2012)

Los compuestos responsables de dicha actividad antimicrobiana son los acidos grasos,
compuestos lipofilicos y fendlicos, lectina y los metabolitos secundarios como terpenos,
alcaloides, polifenoles halogenados, isoprenoides y peréxidos de hidrogeno. Los compuestos
fendlicos atacan las membranas de las paredes de los organismos patdgenos, ademas inhiben
sus funciones: transporte de electrones, captacidn de nutrientes, sintesis de dcidos nucleicos y
proteinasy la actividad enzimatica (Mohamed et al., 2007).

25



4.5. MODELIZACION MATEMATICA DE LOS RESULTADOS DE CRECIMIENTO OBTENIDOS
A 37 °C PARA H. PYLORI EN MHB SUPLEMENTADO CON FUCOIDAN.

Los resultados obtenidos previamente en lo referente al crecimiento de H. pylori a 37 °C, en
MHB (control) y MHB+FUCOIDAN muestran el potencial bacteriostatico de este compuesto
bioactivo, reduciendo la velocidad de crecimiento del patégeno, en funcidn de la concentracion
anadida al medio. Por ello, se considera relevante llevar a cabo un estudio cinético en
profundidad, mediante la obtencidn de los parametros que definen el crecimiento para células
de H. pylori bajo las distintas condiciones estudiadas, con el objetivo de establecer una objetiva
comparacién entre dichos parametros, y determinar de qué forma el efecto BACTERIOSTATICO
de este compuesto es también dependiente de la especie de alga considerada.

Los resultados de crecimiento obtenidos se ajustaron al modelo primario de Gompertz, y los
parametros “duracion de la fase de latencia (A)”, en dias, y “ratio maximo de crecimiento (tmax)”,
en logiw (CFU/mL)/dia fueron estimados. Los resultados obtenidos para los diferentes
pardmetros, asi como la bondad de los ajustes (coeficiente R%-ajustado y Mean Absolute Error
(MAE)) se presentan en la tabla 4.

Para la especie Macrocystis pyrifera, si bien entre 5 y 10 pg/mL no existen diferencias
significativas en los valores del parametro A, al incrementar la concentracidn, pasando a 25
mg/mL, el valor de este parametro aumenta significativamente. De igual modo, para la especie
Fucus vesiculosus, el valor de duracidn de la fase de latencia aumenta significativamente con el
incremento de concentracion de fucoidan afiadida al medio, pasando de 6.56 dias a 5 pg/mL a
13.85 dias para 10 pg/mL. Dicho incremento en la fase de latencia, a también acompafiado de
una reduccidn en el ratio maximo especifico de crecimiento (Umax)-

Bajo idénticas condiciones de cultivo, a la misma temperatura (37 °C) y con idéntica
concentracion de fucoidan afiadida al medio (10 pug/mL), podemos concluir que el compuesto
fucoidan procedente tanto del alga Undaria pinnatifida como de Fucus vesiculosus, presentan
un mayor potencial BACTERIOSTATICO, que el fucoidan procedente del alga Macrocysitis
pirifera, con valores mas elevados para el parametro A, y valores mas bajos para el pardmetro
Mmax. Si comparamos el potencial bacteriostatico de las dos especies mds efectivas Fucus
vesiculosus y Undaria pinnatifida, observamos que, si bien no existen diferencias signifcativas
en los valores del pardmetro A entre ambas especies, si es el valor de umax significativamente
mas bajo para el compuesto FUCOIDAN procedente del alga Undaria pinnatifida. Si atendemos
también a los valores de MIC, necesaria para impedir el crecimiento efectivo de H. pylori en el
medio (ver tabla 4), observamos también como dicha concentracion es igual a 5 pg/mL para el
FUCOIDAN del alga Undaria pinnatifida, y es igual a 10 ug/mL para el mismo compuesto
procedente del alga Fucus vesiculosus.

Se concluye por tanto, el mayor potencial bacteriostatico del alga Undaria pinnatifida frente a
H. pylori a la temperatura dptima de crecimiento de este patdgeno.
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos obtenidos en los estudios de crecimiento para Helicobacter pylori en Muller Hinton Broth suplementado con FUCOIDAN a
distintas concentraciones, procedente de diferentes especies de algas Phaeophyceae: Macrocystis pyrifera, Undaria pinnatifida, y Fucus vesiculosus.

Control MHB MHB + 5 pg/mL MHB + 10 ug/mL MHB + 25 pg/mL
Macrocystis Undaria Fucus Macrocystis Undaria Fucus Macrocystis Undaria Fucus
pyrifera pinnatifida  vesiculosus pyrifera pinnatifida vesiculosus pyrifera pinnatifida  vesiculosus

A 4.47%0.06 4.40%0.12 - 4.09+0.03 4.260.09 2.17+0.02 0.5910.03 4.18+0.09 - -
C 2.10+0.11 1.44+0.25 - 19.99+2.36 1.64+0.03 2.00+0.11 3.8840.10 1.30+0.02 - -
B 4.03£2.09 0.92+0.08 - 0.11+0.03 0.720.01 0.31+0.03 0.2210.02 1.01+0.04 - -
M 1.00+0.08 2.01+0.23 - 15.05+1.11 2.084£0.03 5.24+0.06 6.151£0.12 2.07+£0.06 - -
A (dias) 0.75+0.02? 1.06+0.09° - 6.56+0.45°¢ 1.09+0.08° 12.12+#1.03¢  13.85#1.22¢ 1.68+0.06¢ - -
Mmax (Log1o 3.11+0.23? 0.48+0.02° - 0.82+0.16°¢ 0.43+0.06° 0.22+0.02¢ 0.3240.04f 0.48+0.05° - -
(CFU/mL))/dias

R2-ajustado 0.987 0.975 - 0.947 0.957 0.948 0.978 0.999 - -
MAE 0.086 0.092 - 0.188 0.098 0.130 0.007 0.005 - -

MAE: Mean Absolute Error.

af; Diferencias significativas entre valores comprendidos en la misma fila
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5. CONCLUSIONES

1. Los resultados de este estudio revelan la existencia de potencial antimicrobiano
evidente del compuesto FUCOIDAN frente a H. pylori, para todas las especies de alga
estudiadas.

2. Todos los factores considerados: concentracién de fucoidan, temperatura de incubacion
y tiempo de exposicion, afectan significativamente el resultado bacteriostatico y/é
bactericida (niveles de crecimiento/viabilidad/muerte de H. pylori) detectado. La
combinacion de temperaturas de refrigeracion junto con la adicién de fucoidan al medio
resultd altamente efectiva en el control de este patdgeno, siendo la MBC igual a 5
ug/mL, para todas las especies consideradas.

3. Seobserva una marcada influencia del origen del FUCOIDAN (especie de la cual se extrae
el compuesto) en el efecto observado: El fucoidan procedente, tanto de Macrocystis
pirifera como de Undaria pinnatifida y Fucus vesiculosus, muestra una efectividad tanto
mayor cuanto mayor es el tiempo de exposicion, y la concentracién afadida al medio,
reduciendo la viabilidad (efecto bactericida) y crecimiento del patégeno (efecto
bacteriostatico). El fucoidan procedente del alga Undaria pinnatifida resulta el mas
efectivo frente a H. pylori con una MICy MBC de 5 mg/mLy 25 mg/mL, respectivamente
a37°C.

4. Los resultados obtenidos en el presente estudio abren nuevas vias de investigacion en
el campo del uso de antimicrobianos naturales de origen marino frente a H. pylori como
posible alternativa futura al uso de antibidticos sintéticos, frente a los que este
patdgeno esta generando resistencias.
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