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In vitro cytotoxic and antiproliferative activities of marine macroalgae from Yucatan, Mexico
Actividad citotoxica y antiproliferativa in vitro de macroalgas marinas de Yucatan, México
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Abstract

Extracts from 27 marine algal species (14 Rhodophyta, 5 Phaeophyta, and 8 Chlorophyta) from the Yucatan Peninsula
(Mexico) were evaluated for cytotoxic and antiproliferative activity by 3(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and sulforhodamine B (SRB) assays, respectively. To determine the specificity of cytotoxic activity against
tumor cells, the selective index (SI) was also calculated. The following cancer cell lines were employed: normal canine kidney
(MDCK) cells, human laryngeal carcinoma (Hep-2) cells, human cervical adenocarcinoma (HeLa) cells, and human
nasopharyngeal carcinoma (KB) cells. The results indicated that 44% and 51% of the algal species tested showed cytotoxic and
antiproliferative activity, respectively. Most of the cytotoxic extracts were from species of Chlorophyta, with Udotea flabellum
and U. conglutinate showing the highest cytotoxic activity against all the cancer cell lines. For Rhodophyta, the Bryothamnion
triquetrum extract showed outstanding selective cytotoxicity against Hep-2 cells (CCs, 8.29 pg mL™', SI = 12.04). Two of the
five species of Phacophyta tested (Lobophora variegata and Dictyota caribaea) showed high cytotoxicity activity against the
KB cell line. The data show that these species are a potential source of compounds for the treatment of certain cancer diseases.

Key words: antiproliferative, cytotoxicity, seaweeds, Yucatan.
Resumen

Los extractos de 27 especies de algas marinas (14 Rhodophyta, 5 Phaecophyta y 8 Chlorophyta) recolectadas en la peninsula
de Yucatan (México) fueron evaluados para probar su actividad citotoxica y antiproliferativa usando los ensayos de 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-bromuro de difeniltetrazolio (MTT) y sulforodamina B (SRB), respectivamente. Para determinar la
especificidad de la actividad citotoxica en las células tumorales, el indice de selectividad (IS) fue también calculado. Para lo
anterior fueron empleadas las siguientes lineas celulares: células normales de rifion caninino (MDCK), células de carcinoma
humano laringeo (Hep-2), células de adenocarcinoma humano de la cervix (HeLa) y células de carcinoma humano
nasoafaringeo (KB). Los resultados indicaron que 44% y 51% de las especies exhibieron actividad citotoxica y antiproliferativa,
respectivamente. La mayoria de los extractos citotoxicos fueron de las especies pertenecientes a la division Chlorophyta, siendo
Udotea flabellum y U. conglutinata las especies que mostraron la mayor actividad citotoxica selectiva sobre todas las lineas
celulares tumorales. Para la division Rhodophyta, el extracto de Bryothamnion triquetrum tuvo una destacable citotoxicidad
selectiva contra las células Hep-2 (CCs, 8.29 ug mL™! con SI = 12.04). Dos de las cinco especies de Phaeophyta probadas
(Lobophora variegata y Dictyota caribaea) mostraron alta actividad citotoxica sobre la linea celular KB. Los resultados
muestran que estos extractos son una fuente prometedora de compuestos para el tratamiento de algunos tipos de céncer.

Palabras clave: algas marinas, antiproliferativo, citotoxico, Yucatan.

Introduction

Cancer is the main cause of death among the population
between 30 and 64 years of age in Mexico (INEGI 2006). This
disease constitutes an enormous challenge for healthcare insti-
tutions that are experiencing an ever-increasing demand for
cancer treatment services with consequent economic repercus-
sions. Cancer chemotherapy has been undermined by the fact
that the drugs currently in use are relatively toxic or, to a cer-
tain extent, ineffective because of the spread of resistance. The
molecular mechanisms of drug resistance may involve a
variety of factors such as mutation of target genes and
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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en
México entre la poblacion de 30 a 64 afios (INEGI 2006). La
incidencia de esta enfermedad aumenta constantemente consti-
tuyendo un desafio enorme para las instituciones de salud, en
donde las demandas para su atencion médica se estan incre-
mentando considerablemente, con importantes repercusiones
economicas. La quimioterapia del cancer ha sido socavada por
el hecho de que los farmacos usados actualmente son relativa-
mente toxicos o, hasta cierto punto ineficaces, por un incre-
mento de la resistencia. Los mecanismos moleculares de la
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decreased drug concentrations in the cells due to renal toxicity
(Gottesman and Pastan 1993, Smith et al. 1998, Isnard-Bagnis
et al. 2005). There is a critical need to discover new therapeutic
agents for this disease. Natural resources have played an
important role, providing drugs such as taxol, camptothecin,
vincristine, and vinblastine (Cragg and Newman 1999), mostly
derived from higher plants because of their accessibility;
however, drugs obtained from marine organisms have shown
promising results in different phases of cancer disease.

The metabolic and physiological capabilities of marine
organisms that allow them to survive in a complex habitat
provide a tremendous potential for the production of unique
metabolites that are not found in terrestrial environments.
Thus, marine organisms, and particularly sessile invertebrates,
have been recognized as an attractive source of potential
pharmaceutical compounds (Faulkner 2002). Marine algae are
among the richest sources of known and novel bioactive
compounds, and the biological activity of compounds derived
from this group was recently reviewed (Blunt et al. 2006).
Regarding the potential activity for cancer treatment, Yuan and
Walsh (2006) reported antiproliferative activity from Palmaria
palmata, Laminaria setchellii, Macrocystis integrifolia, and
Nereocystis luetkeana extracts in the human cervical adeno-
carcinoma cell line (HeLa). The Stypopodium zonale extract
also showed high cytotoxic activity against the human mela-
noma cancer line (Rocha et al. 2007). Moreover, several spe-
cies of marine algae have been found to produce secondary
metabolites with antitumoral activity (Blunt et al. 2006).
Polysaccharides extracted from Sargassum stenophyllum and
Capsosiphon fulvescens inhibited migration and viability of
human melanoma cells in vitro and in vivo (Dias et al. 2005)
and induced apoptosis in human gastric cells (Kwon and Nam
2007), respectively. Low molecular weight fucans extracted
from Ascophyllum nodosum showed antiproliferative activity
against human colon adenocarcinoma (Ellouali et al. 1993) and
the bronchopulmonary carcinoma cell line (Riou et al. 1996).
Sterols isolated from Galaxaura marginata and G. oblongata
have been shown to be cytotoxic to several types of cancer
cells (Sheu et al. 1996, 1997a; Huang et al. 2005). In addition,
increased research using rodent models has shown potential
anticarcinogenic activity from red and green seaweed species
against breast (Maruyama et al. 1991, Funahashi et al. 2001),
intestinal (Yamamoto and Maruyama 1985), and skin carcino-
genesis (Higashi-Okai et al. 1999). In fact, algal consumption
has been suggested as a chemopreventive agent against breast
cancer (Aceves et al. 2005).

Marine macroalgae growing along the coast of the Yucatan
Peninsula are an important natural resource that has been
poorly studied. In our search for new biologically active com-
pounds, we have initiated the study of marine algae from the
tropical coast of the Yucatan Peninsula. Two assays were used
to determine the effect of aqueous and organic extracts of 27
algal species on three human cancer cell lines and one normal
cell line. The first was the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) viability assay that

346

resistencia a la droga pueden implicar una variedad de factores
tales como mutacion de los genes blancos y la disminucion de
las concentraciones de los farmacos en las células debido a la
toxicidad renal (Gottesman y Pastan 1993, Smith et al. 1998,
Isnard-Bagnis et al. 2005). Por todo lo anterior, existe una
urgente necesidad de descubrir nuevos agentes terapéuticos
para esta enfermedad. Los recursos naturales han jugado un
papel importante en la obtencion de farmacos tales como el
taxol, la camptotecina, la vincristina y la vinblastina (Cragg y
Newman 1999), principalmente a partir de plantas superiores
debido a su accesibilidad. Sin embargo, actualmente algunos
farmacos obtenidos de organismos marinos han mostrado
resultados prometedores en diversas fases de esta enfermedad.

Las capacidades metabolicas y fisiologicas de los organis-
mos marinos que les permiten sobrevivir en un habitat com-
plejo les confieren un enorme potencial para la produccion de
metabolitos Unicos que no se encuentran en ambientes terres-
tres. Asi, los organismos marinos y particularmente los inverte-
brados sésiles han sido reconocidos como una fuente atractiva
de potenciales compuestos farmacéuticos (Faulkner 2002).
Entre estos organismos, las algas se reconocen también como
una de las fuentes mas ricas en nuevos compuestos bioactivos
de las cuales se han publicado recientemente revisiones sobre
la actividad bioldgica de sus compuestos derivados (Blunt et
al. 2006). Con relacion a su prometedora actividad para el tra-
tamiento para el cancer, Yuan y Walsh (2006) obtuvieron acti-
vidad antiproliferativa de extractos de Palmaria palmata,
Laminaria setchellii, Macrocystis integrifoli y Nereocystis
luetkeana sobre la linea celular de aenocarcinoma de cérvix
humano (HeLa). El extracto de Stypopodium zonale demostro
también gran actividad citotoxica contra la linea celular de
melanoma humano (Rocha et al. 2007). Por otro lado, se ha
encontrado que varias especies de algas marinas producen
metabolitos secundarios con actividad antitumoral (Blunt et al.
2006). Los polisacaridos extraidos de Sargassum stenophyllum
y de Capsosiphon fulvescens inhibieron la migracion y la via-
bilidad de las células de melanoma humano in vitro e in vivo
(Dias et al. 2005) y la induccion de apoptosis en células
gastricas humanas (Kwon y Nam 2007), respectivamente. Los
fucanos de bajo peso molecular extraidos de Ascophyllum
nodosum mostraron actividad antiproliferativa contra el adeno-
carcinoma de colon humano (Ellouali et al. 1993) y la linea
celular de carcinoma broncopulmonar (Riou et al. 1996). Por
otro lado, los esteroles aislados de Galaxaura marginata y de
Galaxaura oblongata han demostrado ser citotoxicos a varios
tipos de células de cancer (Sheu et al. 1996, 1997a; Huang et
al. 2005). Ademas, el incremento de los estudios en modelos
con roedores han mostrado una prometedora actividad en espe-
cies de algas rojas y verdes contra la carcinogénesis de mama
(Maruyama et al. 1991, Funahashi et al. 2001), intestinal
(Yamamoto y Maruyama 1985) y de la piel (Higashi-Okai et
al. 1999). De hecho, el consumo de algas se ha sugerido como
agente quimiopreventivo contra el cancer de mama (Aceves et
al. 2005)
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detects mitochondrial activity in living cells and was used to
measure cytotoxicity (Mosmann 1983). The second was the
sulforhodamine B assay (SRB), a dye that binds to basic amino
acids of macrobiomolecules, which was used to measure anti-
proliferative activity (Skehan et al. 1990).

Material and methods
Collection and preparation of algal extracts

Marine algae were collected from four localities along the
Gulf of Mexico and Caribbean coasts of the Yucatan Peninsula
between January 2005 and May 2006. Once harvested, sea-
weeds were stored in plastic bags and chilled on ice during
transport to the laboratory. Voucher specimens for all species
were identified according to Littler and Littler (2000) and
deposited at the Cinvestav Marine Algae Herbarium.

The collected samples were washed thoroughly with
fresh water to remove salts, sand, and epiphytes, and stored at
—20°C. Entire plants of each macroalgae were lyophilized and
milled into powder before extraction. Dry samples (15 g) were
extracted with 100 mL of dichloromethane:methanol (7:3) dur-
ing 24 h. These extracts, henceforth called organic, were fil-
tered and concentrated to dryness under vacuum at 40°C and
stored at —20°C until required. To prepare aqueous extracts,
10 g of freeze-dried material were macerated for 12 h in con-
stant agitation with 100 mL of distilled water. They were then
freeze-dried and stored as mentioned above.

Cell lines and culture medium

The following cell lines were used for this study: canine
kidney (MDCK) cells, human laryngeal carcinoma (Hep-2)
cells, human cervical adenocarcinoma (HeLa) cells, and
human nasopharyngeal carcinoma (KB) cells. The cells were
grown in DMEM (Gibco) media supplemented with 10% (v/v)
Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco), with 100 U mL! penicillin
and 100 mg mL! streptomycin. All the cell lines were main-
tained at 37°C in a 5% CO, atmosphere with 95% humidity.
The culture medium was changed twice weekly.

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity assay was performed according to
Rahman et al. (2001): 1.5 x 10* viable cells from each cell line
were seeded in a 96-well plate (Costar) and incubated for 24 to
48 h. When cells reached >80% confluence, the medium was
replaced and the cells were treated with the crude extracts at
6.25,12.5, 25, and 50 pg mL! dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) at a maximum concentration of 0.05%. After 72 h of
incubation, 10 pL of a 5 mg mL! solution of MTT (Sigma)
were added to each well and incubated at 37°C for 4 h.
The medium was removed and the formazan, a product
generated by the activity of dehydrogenases in cells, was dis-
solved in acidified isopropanol (0.4 N HCI). The amount of
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Las macroalgas marinas tropicales que crecen en la costa
de la Peninsula de Yucatdn representan un recurso natural
importante poco estudiado. Como parte de la busqueda de
compuestos biologicamente activos nuevos, hemos iniciado el
estudio de algas marinas de la costa de la Peninsula de
Yucatan. Para ello utilizamos dos analisis para determinar el
efecto de extractos acuosos y organicos de 27 especies de algas
sobre tres lineas celulares humanas de cancer y en una linea de
células normales. El primero fue el ensayo de viabilidad por
MTT, el cual determina la actividad mitocondrial en células
vivas y ha sido usado para medir la citotoxicidad (Mosmann
1983); el segundo fue el ensayo de sulforodamian B, un
colorante que se une a aminoacidos basicos de macromoléculas
y ha sido usado para medir la actividad antiproliferative
(Skehan et al. 1990).

Materiales y métodos
Recolecta y preparacion de extractos algales

Las algas marinas fueron recolectadas en cuatro lugares en
el Golfo de México y la costa del Caribe de la Peninsula de
Yucatan entre enero de 2005 y mayo de 2006. Una vez cose-
chadas, las algas fueron almacenadas en bolsas plasticas y
enfriadas en hielo durante su transporte al laboratorio. Se iden-
tificaron ejemplares de todas las especies de acuerdo con
Littler y Littler (2000) y fueron depositados en el Herbario de
Algas Marinas del Cinvestav.

Las muestras recogidas fueron lavadas cuidadosamente con
agua dulce para quitar sales, arena y epifitos y fueron almace-
nadas a —20°C. Se liofilizaron plantas enteras de cada especie
y se molieron antes de la extraccion. La extraccion se realizé
de las muestras secas (15 g) con 100 mL de diclorome-
tano:metanol (7:3) durante 24 h. Los extractos fueron denomi-
nados organicos, fueron filtrados y concentrados hasta secarlos
en vacio a 40°C y almacenados a —20°C hasta su utilizacion.
Para preparar los extractos acuosos, semaceraron 10 g del
material liofilizado durante 12 h con 100 mL de agua destilada
con agitacion constante. Posteriormente fueron liofilizados y
almacenados como se describi6 anteriormente.

Lineas celulares y medio de cultivo

Las lineas celulares utilizadas para este estudio fueron:
células normales de rifion canino (MDCK), células de
carcinoma laringeo humano (Hep-2), células de adenocarci-
noma de cervix humano (HeLa) y células de carcinoma
nasoafaringeo humano (KB). Las células fueron cultivadas en
medio de DMEM (Gibco) suplementado con 10% (v/v) de
suero fetal bovino (SFB, Gibco), 100 U mL! de penicilina y
100 mg mL™" de estreptomicina. Todas las lineas celulares se
mantuvieron a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%, con una
humedad del 95%. El medio de cultivo fue cambiado dos veces
por semana.
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MTT-formazan that is directly proportional to the number of
living cells was determined by measuring the optical density
(OD) at 540 nm using a Bio-assay reader (Bio-Rad). Docetaxel
(Sigma), an antitumoral drug, was used as positive control,
whereas untreated cells (0.05% DMSO) were used as negative
control. The concentration of the crude extract that killed 50%
of the cells (CCsy) was calculated. All concentrations were
evaluated in duplicate and each experiment was performed in
triplicate.

Antiproliferative assay

The SRB assay was performed to assess growth inhibition
by a colorimetric assay that estimates cell number indirectly by
staining total cellular protein with SRB dye (Rahman et al.
2001). The method used the same conditions as the cytotoxic
assays, except that the medium was replaced with DMEM 10%
SFB to induce cellular proliferation. After 48 h incubation, the
medium was discarded and cells were fixed by adding 100 pL
ice-cold 40% trichloroacetic acid (TCA, Aldrich Chemical).
The cells were then incubated at 4°C for 1 h and the plates
were washed five times with cold water. The excess water was
drained off and the plates were left to dry. Then, 50 uL of SRB
stain (10 mg 1% acetic acid, Sigma) were added to each well
for 30 min. Finally, the plates were washed with 50 mL 1%
acetic acid, and rinsed four times until dye adhering to the cells
was observed. The OD was measured at 540 nm using an
ELISA reader (Bio-Rad model 450). The antitumoral drug
docetaxel (Sigma) was used as positive control, whereas
untreated cells were used as negative control. The 1Gg, value,
defined as the extract concentration that resulted in 50% of cell
growth inhibition, was calculated. All determinations were per-
formed in triplicate.

Selective index

To determine the specificity of cytotoxic activity against
cancer cell lines, it was necessary to obtain information of
cytotoxicity against normal cells. Therefore, the extracts were
tested for cytotoxicity in the MDCK cell line. The selective
index (SI) was calculated using the following equation:

_ CCyMDCK eells

Sl= —————
CCsycancercells

Data analysis

The cytotoxic and antiproliferative activity was determined
as follows:

oD

control — OD

sample
oD x 100

Growth inhibition (%)=
control

The CCs, 1G5, and 95% confidence limit were calculated
by Probit analysis.
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Ensayo de citotoxicidad

Este andlisis fue realizado de acuerdo con Rahman et al.
(2001), sembrando 1.5 x 10* células viables de cada linea
celular en una placa de 96 pozos (Costar) e incubandolas de 24
a 48 h. Cuando las células alcanzaron mas del 80% de
confluencia, se cambio el medio y las células se trataron con
los extractos crudos a 6.25, 12.5, 25 y 50 pg mL', disueltos en
dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracion maxima de
0.05%. Después de 72 h de incubacion, se agregaron 10 pL de
una solucion de 5 mg mL! de 3[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5--
bromuro de difeniltetrazolio (MTT, Sigma) a cada uno de los
pozos y se incubd a 37°C durante 4 h. Se eliminé el medio y el
formazén, un producto generado por la actividad de la
deshidrogenasa en las células, fue disuelto en isopropanol
acidificado (HCI 0.4 N). La cantidad de MTT-formazan, que es
directamente proporcional al nimero de células vivas, fue
determinada midiendo la densidad optica (DO) a 540 nm
usando un lector de prueba bioldgica (BioRad, USA). Se uso
docetaxel (Sigma), un farmaco antitumoral, como control
positivo, mientras que las células sin tratar (0.05% DMSO) se
usaron como control negativo. Se calculd la concentracion del
extracto crudo que matd el 50% de las células (CCs). Todas las
cocentraciones fueron evaluadas por duplicado y cada experi-
mento fue realizado por triplicado.

Ensayo antiproliferativo

Se realiz6 un ensayo de la sulforodamina B (SRB) para
determinar la inhibicion del crecimiento mediante analisis
colorimétrico, que estima indirectamente el nimero de células
tiflendo la proteina celular total con el colorante SRB (Rahman
et al. 2001). El método se aplico bajo las mismas condiciones
que los analisis citotoxicos, salvo que el medio fue substituido
por DMEM al 10% de SFB para inducir la proliferacion celu-
lar. Después de una incubacion de 48 h, se desecho el medio y
las células fueron fijadas con 100 pL de acido tricloroacético
frio al 40% (TCA, Aldrich). Después se incubaron las células
a 4°C durante 1 h y las placas se lavaron cinco veces con agua
fria. Se dreno el exceso de agua y las placas se dejaron secar.
Posteriormente, se agregaron 50 pL. de SRB (10 mg de acido
acético al 1%, Sigma) y se dejoreposar durante 30 min. Final-
mente, las placas se lavaron con 50 mL de 4cido acético al 1%
y se aclararon cuatro veces hasta que fue posible observar el
tinte adherido a las células. Se midi6 la DO a 540 nm usando
un lector ELISA (Bio-Rad modelo 450). Se utilizo docetaxel
(Sigma), un farmaco antitumoral, como control positivo, mien-
tras que las células sin tratar fueron utilizadas como controles
negativos. Se calculd el valor de 1G5, definido como la con-
centracion del extracto que inhibe el 50% del crecimiento celu-
lar. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

indice de selectividad

Para determinar la especificidad de la actividad citotoxica
en las lineas célulares tumorales fue necesario obtener
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Figure 1. Map of the Yucatan Peninsula (Mexico) indicating the collection
sites along the Gulf of Mexico and Caribbean coasts.

Figura 1. Mapa de la Peninsula de Yucatan indicando los sitios de colecta
en el Golfo de México y en la costa del Caribe mexicano.

Results

Twenty-seven species of macroalgae, belonging to three
algal divisions, were collected at four sites (fig. 1). The algal
material consisted of fourteen species of red algae (Rhodo-
phyta), five species of brown algae (Phaecophyta), and eight
species of green algae (Chlorophyta). Taxonomic information
and origin of the collected algal species, as well as the yield of
organic and aqueous extracts (% of dry weight) are shown in
table 1.

Cytotoxic and antiproliferative activities were evaluated in
order to elucidate if the effect of extracts is directly correlated
to the induction of cell death or to the suppression of cell
proliferation. According to the US National Cancer Institute,
an extract is considered active if it has a CCy, < 30 ug mL™! on
cancer cells (Suffness and Pezzuto 1990). In the present study,
extract activity was considered as follows: high (<30 pg mL™"),
medium (31-60 ug mL"), and low (61-99 pg mL).

The aqueous extracts showed no significant cytotoxic and
antiproliferative activity (data not shown), so only the results
of the activity of organic extracts are summarized in tables 2
and 3. Twelve of the 27 extracts tested showed high cytotoxic
activity against some cancer cell lines. None of the tested
extracts was more active than the positive control; however, it
is necessary to consider that docetaxel is a pure compound,
widely used for cancer treatment with high cytotoxic and anti-
proliferative activity.

Rhodophyta

Two of the 14 species of Rhodophyta tested (Bryothamnion
triquetrum and Laurencia microcladia) were selectively cyto-
toxic against cancer cells (table 2). The B. triquetrum extract
showed the highest cytotoxic and selective activity against
Hep-2 cells (CCsy = 8.29 pug mL-!, SI = 12.04). It also showed
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informacién sobre su citotoxidad en células normales. Por lo
tanto, los extractos fueron probados contra una linea de
MDCK. El indice de selectividad (SI) fue calculado usando la
siguiente ecuacion:

S| = CCsyMDCKecel
CCsycancercel

Andlisis de datos

La actividad citotoxica y antiproliferativa fue determinada
como el porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular:

oD -0D

control

oD

muestra % 100

control

La CCy, 1Gg,y €l 95% del limite de confianza fueron cal-
culados por analisis de Probit.

Resultados

Se recolectaron veintisiete especies de macroalgas pertene-
cientes a las tres divisiones, en cuatro lugares de la costa (fig.
1). El material algal consistio en catorce especies de algas rojas
(Rhodophyta), cinco especies de algas cafés (Phaeophyta) y
ocho especies de algas verdes (Chlorophyta). En la tabla 1 se
muestra el origen y la informacion taxonoémica de cada especie.
asi como el rendimiento de sus extractos organicos y acuosos
(% de peso seco).

Se evaluaron las actividades citotoxicas y antiproliferativas
para aclarar si el efecto de los extractos se correlaciona
directamente con la induccion de la muerte o sobre la supresion
de la proliferacion celular. De acuerdo a los criterios del
Instituto Nacional del Cancer de los EUA, un extracto es
considerado activo si tiene una CCs, < 30 pg mL! sobre
células tumorales (Suffness y Pezzuto 1990). En este
trabajo, la actividad de los extractos se consider¢ alta si ere
<30 pg mL!, media si era de 31-60 pg mL' y baja si era de
61-99 pg mL-".

Es importante senalar que los extractos acuosos no tuvieron
una actividad citotoxica y antiproliferativa significativa (datos
no mostrados), por lo que en las tablas 2 y 3 solamente se resu-
men los resultados de la actividad de los extractos organicos.
Doce de los veitisiete extractos probados mostraron actividad
citotoxica alta en algunas lineas celulares. Ninguno de los
extractos probados fue mas activo que el control positivo. Sin
embargo, es necesario considerar que el docetaxel es un com-
puesto puro, un fairmaco usado en el tratamiento del cancer cor
una gran actividad citotoxica y antiproliferativa.

Rhodophyta

Dos de las catorce especies de Rhodophyta probadas
(Bryothamnion triquetrum y Gracilaria cervicornis) resultaron
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Table 1. Classification and orgin of studied algae indicating the yield (- = less than 0.01%) of their organic and aqueous extracts.
Tabla 1. Clasificacion y origen de las algas estudiadas indicando su rendimiento (- = menor que 0.01%) de extractos organico y acuoso.

Yield (%)
Algal species Location
Organic Aqueous
Rhodophyta
Agardhiella sp. F Schmitz Telchac 1.8 -
Bryothamnion triquetrum (SG Gmelin) MA Howe Dzilam de Bravo 2.4 9.4
Ceranium nitens (C Agardh) J Agardh Dzilam de Bravo 5.7 16.0
Champia salicornioides Harvey Dzilam de Bravo 33 9.2
Eucheuma isiforme (C Agardh) J Agardh Dzilam de Bravo 1.5 5.0
Gracilaria caudata J Agardh Telchac 0.8 -
Gracilaria cervicornis (Turner) J Agardh Telchac 2.7 -
Gracilaria damaecornis J Agardh Dzilam de Bravo 6.4 -
Gracilaria sp. Greville Telchac 4.1 10.1
Halymenia floresii (Clemente y Rubio) C Agardh Telchac 1.5 9.3
Heterosiphonia gibbesii (Harvey) Flakenberg Playa del Carmen 2.1 10.8
Hydropuntia cornea (J Agardh) MJ Wynne Dzilam de Bravo 3.6 10.2
Jania capillacea Harvey Dzilam de Bravo 2.0 -
Laurencia microcladia Kiitzing Dzilam de Bravo 5.9 9.3
Phaeophyta
Dictyota caribaea Horning & Schnetter Dzilam de Bravo 7.8 10.2
Lobophora variegata (JV Lamouroux) Womersley Telchac 1.9 -
Padina perindusiata Thivy Playa del Carmen 2.3 5.1
Sargassum fluitans (Borgesen) Borgesen Dzilam de Bravo 2.3 17.6
Turbinaria turbinata Linnaeus Playa del Carmen 1.5 11.1
Chlorophyta
Avrainvillea cf. digitata sp. DS Litter & MM Litter Rio Lagartos 4.4 4.8
Halimeda incrassata (J Ellis) JV Lamouroux Dzilam de Bravo 3.8 2.4
Halimeda tuna (J Ellis & Solander) JV Lamouroux Telchac - 1.4
Pencillus dumetosus (JV Lamouroux) Blainville Dzilam de Bravo 5.1 9.1
Pencillus lamourouxii Decaisne Dzilam de Bravo 33 8.6
Rhipocephalus phoenix f. brevifolius A Gepp & E Geep Telchac 7.7 8.2
Udotea conglutinata (J Ellis & Solander) JV Lamouroux Telchac 2.9 7.8
Udotea flabellum (J Ellis & Solander) MA Howe Dzilam de Bravo 3.1 32

middle activity against KB and HeLa cells (CCsy = 32.57 and
48.45 png mL, respectively), but low antiproliferative activity
against KB cells (1G5, = 62.98 pg mL™") (table 3).

On the other hand, Gracilaria cervicornis showed high
cytotoxic activity against KB cells (CCgy = 19.23 pg mL™), as
well as cytotoxic activity against normal cells (CCgy = 48.64 pg
mL-"). The antiproliferative activity was low against KB and
HeLa cells (1Gs, = 68.28 and 75.56 pg mL™, respectively).

Phaeophyta

Three of the five species of Phaeophyta tested (Turbinaria
turbinata, Lobophora variegata, and Dictyota caribaea)
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citotoxicas contra las células de cancer (tabla 2). Bryothamnion
triquetrum mostrd una actividad citotoxica alta y selectiva con-
tra las células Hep-2 (CCsy = 8.29 pg mL' y Sl = 12.04), asi
como una actividad media contra las células KB y HeLa (CCyg,
= 32.57 y 48.45 pg mL"!, respectivamente). Sin embargo, el
extracto mostré una actividad antiproliferativa baja en las célu-
las KB (1G5, 62.98 ug mL") (tabla 3).

Por otra parte, Gracilaria cervicornis mostr6 una actividad
citotoxica alta contra las células KB (CCs, = 19.23 ng mL1);
sin embargo, mostrd actividad citotoxica en las células norma-
les (CCsp = 48.64 ng mL™). Su actividad antiproliferativa con-
tra células KB y HeLa fue baja (1G5, = 68.28 y 75.56 pg mL!,
respectivamente).
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showed some important activity against the KB cell line. The
extract from T. turbinata exhibited high cytotoxic and anti-
proliferative activity against KB cells (CCsy = 23.94 pg mL,
1G5, = 29.84 pg mL!, respectively), but also showed cytotoxic
activity against normal cells (table 2).

Chlorophyta

Excluding Halimeda tuna, all the species of Chlorophyta
tested showed some cytotoxic and antiproliferative activity
against tumor cells (tables 2, 3). High cytotoxic properties

Phaeophyta

Tres de las cinco especies probadas de Phacophyta (Turbi-
naria turbinata, Lobophora variegata y Dictyota caribaea)
mostraron una cierta actividad en la linea celular KB. El
extracto de T. turbinata mostré las actividades citotoxica y
antiproliferativa mas altas contra células KB (CCs, = 23.94 pg
mL"! e 1Gg, = 29.84 ug mL', respectivamente); sin embargo.
también mostré actividad citotoxica contra las células nor-
males (tabla 2).

Table 2. Cytotoxic activity (CCs, + standard deviation) and selectivity index (SI) of organic extracts from algal species.
Tabla 2. Actividad citotdxica (CCs, + desviacion estandar) e indice de selectividad (SI) de los extractos organicos de las especies recolectadas.

CCso g mL™ (SD)

Algal species
MDCK Hep-2 HeLa KB
Rhodophyta
Agardhiella sp. 1566.7+3.8 >500 86.8 +2.1(18.0) 64.3+1.1(24.3)
Bryothamnion triquetrum 99.8+2.2 8.2+ 1.3(12.0) 484+1.3(2.0) 32.5£1.2(3.0)
Ceranium nitens 388.1+1.1 853+ 1.1 (4.5) 713+ 1.6 (5.4) 50.3+1.9(7.7)
Champia salicornioides 330.8+£1.2 93.4+2.1(3.5) 73.8+2.2(4.4) 40.1+£2.1(8.2)
Eucheuma isiforme 16815.1+3.3 >1000 54.7+2.3(307.1) >100
Gracilaria caudata 158.1 £ 2.1 89.7+2.3(1.7) 51.7£0.8 (3.0) 472+1.3(3.3)
Gracilaria cervicornis 486+14 323+£1.0(1.5) 455+09(1.1) 192+ 1.8(2.5)
Gracilaria damaecornis 1017.18 £ 7.8 >100 76.7+ 1.0 (13.2) 74.5+£1.9(13.6)
Gracilaria sp. 78.7+2.1 >100 99.1+ 1.2 (0.7) 57.6+0.7 (1.3)
Halymenia floresii 258.8 1.1 >500 78.5+1.0(3.2) >1000
Heterosiphonia gibbesii 52323+ 10.4 98.2+3.1(53.3) 55.240.8 (94.7) 58.6+2.5(89.2)
Hhydropuntia cornea 239.7+0.9 98.6£2.5(2.4) 543+ 1.3(4.4) 582+ 1.6(4.1)
Jania capillacea 713.0+4.5 78.6 + 1.2 (9.0) 72.5+ 1.1 (9.8) 412+24(17.2)
Laurencia microcladia 187.7+1.2 33.1+£1.3(5.6) 456+ 0.8 (4.1) 39.8+£0.9 (4.7)
Phaeophyta
Dictyota caribaea 521.6+2.8 40.4+ 1.7 (12.8) 39.2+£1.2(13.2) 27.9+1.2(18.6)
Lobophora variegata 458.6+0.9 67.8+1.8(6.7) 31.2+ 1.6 (14.7) 26.2+1.3(17.5)
Padina perindusiata 6110.8 £12.1 86.8 + 1.4 (70.3) 58.8 + 1.2 (103.8) 442 +1.5(138.2)
Sargassum fluitans 1129+2.7 62.1+1.4(1.8) 47.0+1.8(24)
Turbinaria turbinata 233+0.6 41.2+0.5(0.5) 29.1£1.3(0.8) 239+ 1.1(0.9)
Chlorophyta
Avrainvillea cf. digitata 113.7+£2.5 49.4+09(2.3) 51.5+1.6(2.2) 19.7+1.7(5.7)
Halimeda incrassata 109.9+3.1 34.6+0.8 (3.1) 29.8+£0.9 (3.6) 39.1£1.9(2.8)
Halimeda tuna 83.0+2.7 59.0+ 1.1 (1.4) 59.6+ 1.7 (1.3) 37.1+1.7(2.2)
Pencillus dumetosus 61.8+4.7 21.6£0.9(2.8) 383+ 1.1.(1.6) 25.5+1.4(2.4)
Pencillus lamourouxii 67.8+1.6 50.8+1.1(1.3) 279+15(24) 20.6+2.2(3.2)
Rhipocephalus phoenix 36829+ 12.9 41.1+ 1.3 (89.4) 62.3+ 1.2 (59.0) 29.9+ 1.3 (122.9)
Udotea conglutinata 50.7+1.2 222+1.4(22) 27.7+1.4(1.8) 181+ 1.1 (2.7)
Udotea flabellum 577412 22.5+1.2(2.5) 204+ 1.7(2.8) 10.5+0.9 (5.5)
Docetaxel 1.06 = 0.01 0.08 £0.03 (11.9) 0.20 £ 0.04 (5.1) 0.23£0.07 (4.4)
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(CCsy<30 ug mL") were obtained as follows: Pencillus
dumetosus > Udotea conglutinata > Udotea flabellum, against
Hep-2 cells; U. flabellum > U. conglutinata > Pencillus
lamourouxii > Halimeda incrassata, against HeLa cells; and
U. flabellum > U. conglutinata > Avrainvillea cf digitata > P.
lamourouxii > P. dumetosus > R. phoenix, against KB cells.

Discussion
This study shows for the first time the potential cytotoxic

and antiproliferative activity of some crude seaweed extracts
from the Yucatan Peninsula against different cancer cell lines.

Chlorophyta

Excluyendo la especie Halimeda tuna, los extractos de
todas las Chlorophyta probadas mostraron alguna actividad
citotoxica y antiproliferativa contra las células tumorales
(tablas 2, 3). Las propiedades citotoxicas (CCs, < 30 pg mL")
obtenidas fueron altas y como sigue: P. dumetosus > U.
conglutinata > U. flabellum, sobre las células Hep-2; U.
flabellum > U. conglutinata > P. lamourouxii > H. incrassata,
sobre las células HeLa; y U. flabellum > U. conglutinata > A.
digitata > P. lamourouxii > P. dumetosus > R. phoenix, sobre
las células KB.

Table 3. Antiproliferative activity (IG5, + standard deviation) of methanolic extracts from algal species.
Tabla 3. Actividad antiproliferativa (IG5, + desviacion estandar) de los extractos organicos de las especies recolectadas.

CCso pgmL™" (SI)

Algal species
MDCK Hep-2 HeLa KB
Rhodophyta
Agardhiella sp. >500 >1000 >1000 >500
Bryothamnion triquetrum >1000 >100 >1000 629+23
Ceranium nitens >1000 >100 >100 >1000
Champia salicornioides >1000 >500 >1000 >100
Eucheuma isiforme >1000 >100 >1000 >1000
Gracilaria caudata >1000 874423 >1000 >1000
Gracilaria cervicornis >1000 >100 75.5+£3.1 682+1.7
Gracilaria damaecornis >1000 >1000 >1000 >100
Gracilaria sp. >1000 >500 >1000 >1000
Halymenia floresii >1000 >500 >100 >100
Heterosiphonia gibbesii >1000 >100 >1000 99.2+1.6
Hhydropuntia cornea >1000 745+ 1.1 >1000 >1000
Jania capillacea >500 >100 >1000 >100
Laurencia microcladia >1000 972+12 >100 473125
Phaeophyta
Dictyota caribaea >1000 >100 >1000 >100
Lobophora variegata >1000 >100 >1000 68.4+2.1
Padina perindusiata >500 >100 >1000 >100
Sargassum fluitans >500 >100 >1000 773+1.5
Turbinaria turbinata >1000 932+£23 84.8+1.1 29.8+£0.9
Chlorophyta
Avrainvillea cf. digitata >1000 >100 >1000 73.8+2.7
Halimeda incrassata >1000 >500 >100 >100
Halimeda tuna >500 >100 >1000 >1000
Pencillus dumetosus >1000 >1000 >100 88.2+0.8
Pencillus lamourouxii >500 >100 >1000 >500
Rhipocephalus phoenix >1000 >100 >1000 953+1.1
Udotea conglutinata >1000 >1000 663134 60.8 +2.1
Udotea flabellum >1000 >100 475+1.2 455+ 1.6
Docetaxel 0.12 £0.06 0.095 £ 0.01 0.057 £ 0.05 0.27£0.03
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The results indicated that 44% and 51% of the algal species
tested showed cytotoxic and antiproliferative activity, respec-
tively, providing evidence that this resource is a potential
source of anticancer drugs. The majority of cytotoxic species
belonged to Chlorophyta, while the B. triquetrum extract
(Rhodophyta) showed outstanding selective cytotoxicity
against Hep-2 cells.

In relation to the aqueous extracts that did not show any
important activity, we consider that organic extracts have dif-
ferent constituents compared with hydrophilic extracts, which
could be important for the cytotoxic and antiproliferative
effects on cancer cell lines. The most important factor is
membrane permeation: lypophilic compounds are membrane-
permeant and hydrophilic compounds are not. This can
explain, at least in part, the low effect of hydrophilic extracts
on cell lines.

Rhodophyta

Bryothamnion triquetrum contains lectins as main cell
component with a primary structure that differs from other
plant or animal lectin structures. Hence, this protein may be the
paradigm of a novel lectin family (Calvete et al. 2000). Lectins
interact with specific glycan structures linked to soluble and
membrane-bound  glycoconjugates, and these protein-
carbohydrate interactions play key roles in biological processes
such as cell communication, pathogen infection and host
defense, fertilization, development, cell differentiation, cancer,
and metastasis (Damme et al. 1998, Beisel et al. 1999). There
is evidence that land plant lectins present antitumoral activity
against human cancer lines (Dalla Pellegrina et al. 2004, Park
et al. 2004, Chauhan et al. 2005, Khil et al. 2007); however, in
this study the aqueous extract containing hydrophilic com-
pounds such as lectins did not show important activity, sug-
gesting that lectins could not be responsible for the cytotoxic
and antiproliferative activity of B. triquetum against cancer
cells. More studies are necessary to isolate and identify active
compounds responsible for those effects.

Regarding the high activity shown by G. cervicornis against
KB cells, it is interesting to note that chlorinated fatty acid
metabolites (Shoeb and Jaspars 2003), lectins with acaricidal
activity (Leite et al. 2005), toxic polycavernosides (Yotsu-
Yamashita et al. 2004), and cyclopropane-containing cerebro-
sides with weak cytotoxicity on the melanoma cell line (Ito and
Nagai 1998, Sun et al. 2006) have been isolated from the genus
Gracilaria. Though cytotoxic activity has not been reported for
G. cervicornis in particular, the results obtained in the present
study make this species a candidate for further research.

Phaeophyta

Bromophenols and phenols are the principal constituents of
Phaeophyta and have recently received considerable attention
because of their therapeutic effects (Kolodziej et al. 2001, Paul
and Puglisi 2004, Tasdemir et al. 2006). Phlorotannins (brown
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Discusion

En este estudio se muestra la primera investigacion sobre la
potencial actividad citotoxica y antiproliferativa de extractos
crudos de macroalgas marinas de la Peninsula de Yucatan
sobre diferentes lineas celulares de cancer. Los resultados indi-
caron que 44% y 51% de las especies exhibieron actividad
citotoxica y antiproliferativa, respectivamente, proporcionando
evidencia de que estos recursos son una fuente potencial de
drogas para ser usadas contra algunos tipos de cancer. La
mayoria de las especies que mostraron actividad citotoxica
pertenecen a la division Chlorophyta, mientras que el extracto
de la especie Bryothamnion triquetrum (Rhodophyta) tuvo
una destacada actividad citotdxica selectiva contra las células
Hep-2.

En relacion con los extractos acuosos, que no mostraron
ninguna importante actividad, se considera que los extractos
organicos poseen diferentes constituyentes en comparacion
con los extractos hidrofilicos que pueden ser importantes por
los efectos citotoxicos y antiproliferativos sobre lineas celula-
res de cancer. El factor mas importante es la permeacion a la
membrana: los compuestos lipofilicos son permeables a la
membrana en tanto que los hidrofilicos no. Esto puede explicar
al menos en parte el poco efecto de los extractos hidrofilicos
sobre las lineas celulares.

Rhodophyta

Bryothamnion triquetrum contiene lectina como compo-
nente principal en sus células con estructuras primarias que
difieren de las procedentes de plantas o animales, por lo que
esta proteina puede ser el paradigma de una nueva familia de
lectina (Calvete et al. 2000). Las lectinas interactiian con
estructuras especificas de glicanos unidas a glicoconjugados
solubles de la membrana. Estas interacciones entre proteina y
carbohidrato desempefian un papel relevante en algunos proce-
sos bioldgicos tales como la comunicacion entre las células, las
infecciones patdgenas y la defensa del huésped, fertilizacion,
desarrollo, diferenciacion de la célula, cancer y metastasis
(Damme et al. 1998, Beisel et al. 1999). Existen evidencias
que demuestran que las lectinas de plantas terrestres tienen
actividad antitumoral (Dalla Pellegrina et al. 2004, Park et al.
2004, Chauhan et al. 2005, Khil et al. 2007). Sin embargo, en
este estudio el extracto acuoso que contiene compuestos
hidrofilicos como la lectina, no registré actividad importante,
lo que sugiere que las lectinas no podrian ser las responsables
de la actividad citotoxica y antiproliferativa de B. triquetum
sobre las células tumorales. Son necesarios mas estudios para
aislar e identificar los compuestos activos de B. triquetum
responsables de tales efectos.

Con relacion a la alta actividad citotoxica mostrada por
Gracilaria cervicornis sobre las células de KB, es de destacar
que se han aislado acidos grasos clorados (Shoeb y Jaspars
2003), lecitinas con actividad acaricida (Leite et al. 2005),
policaverndsidos toxicos (Yotsu-Yamashita et al. 2004) vy
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algal polyphenols) play a defensive role against herbivory,
mainly in tropical species. They are acetate-malonate derived
phloroglucinol polymers and are found in concentrations as
high as 25-40% dry weight (Ragan and Glombitza 1986).
They are important in the genus Lobophora, ranging from
13.9% to 29.2% on a dry weight basis (Targett et al. 1992,
Zubia et al. 2007). In fact, a remarkable potential for phloro-
tannin production (330 pg phlorotannins g-!' day') and a high
metabolic turnover have been reported for this genus (Arnold
and Targett 1998, 2000). Recently, Zubia et al. (2007) reported
that organic extract of L. variegata from Yucatan shows strong
antioxidant activity at a concentration of >100 pg mL! attrib-
utable to phenolic content. Phenolic compounds are generally
known to show not only antioxidative effects, but also pro-
oxidant action. For example, 4-methyl-catechol exerts pro-
oxidant action on cells in culture through the generation of
hydrogen peroxide. This effect is even observed when incubat-
ing the compound in the medium without cells (Morita et al.
2003). Quercetin and related phenolic compounds containing a
catechol moiety in their chemical structures have been shown
to be readily oxidized, resulting in lipid peroxidation under
certain in vitro assay conditions (Laughton et al. 1989,
Yamanaka et al. 1997, Galati et al. 1999). Recent studies have
also shown that these compounds can be oxidized and can
rapidly generate hydrogen peroxide in commonly used cell cul-
ture media (Long et al. 2000). Based on these previous find-
ings, it seems reasonable to consider that phenolic compounds
that are completely soluble in organic solvents can exert oxida-
tive damage to the cells as a result of generating hydrogen per-
oxide in the culture medium. This inference, however, is not
very probable since L. variegata showed high selectivity on
tumor cell lines (SI = 6-17), implying a selective mode of
action on cancer cells. Moreover, the antiproliferative activity
of L. variegata was low on KB cells (1G5;,= 68.48 pg mL™). A
recent study showed weak growth inhibition of L. variegata
at concentrations of <100 pg mL™' against melanoma cells,
although semipurified fractions exhibited an increased effect
with 1G5, < 18 pg mL' (Rocha et al. 2007), suggesting that
specific secondary metabolites may interfere with cellular
mitosis. Some evidence has suggested that phenol compounds
inhibit telomerase activity in tumor cells (Naasani et al 1998,
Mizushina et al. 2005, Chakraborty et al. 2006). Telomerase, a
specialized reverse transcriptase, has a salient role in the pro-
cess of immortalization and tumorigenesis. In most tumors,
telomere maintenance is reached with the expression of telom-
erase (Akiyama et al. 2002). The high phenolic content of L.
variegata may be responsible for the selective effect on the
tumor cells, probably as a result of the inhibition of telomerase
activity. Further studies are necessary to support this implica-
tion. On the other hand, lobophorolide, a polycyclic macrolide
structurally unprecedented in marine algae, has also recently
been isolated from this species, showing antineoplasic activity
against the HCT116 human colon tumor cell line (Kubanek et
al. 2003). Lobophora variegata from Yucatan can thus be con-
sidered a species of interest for future research.
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ciclopropano con cerebrosidos, con citotoxicidad débil sobre la
linea celular de melanoma (Ito y Nagai 1998, Sun et al. 2006).
Sin embargo, aunque no existen otros trabajos en los que se
haya reportado actividad citotoxica para esta especie en
particular, los resultados obtenidos en el presente estudio hacen
de G. cervicornis una candidata para futuras investigaciones.

Phaeophyta

Los bromofenoles y fenoles son una de las principales
moléculas bioactivas de las Phaeophyta y recientemente han
recibido gran atencién debido a sus efectos terapéuticos
(Kolodziej et al. 2001, Paul y Puglisi 2004, Tasdemir et al.
2006). Los florotaninos o polifenoles de algas cafés poseen un
papel defensivo contra herbivoros principalmente en especies
algales tropicales. Son polimeros derivados del acetato-
malonato de floroglucinol y se encuentran en concentraciones
altas de 25% a 40% del peso seco (Ragan y Glombitza 1986).
Los florotaninos son importantes en el género Lobophora, en
cuyas especies se encuentran en concentraciones de 13.9% a
29.2% de peso seco (Targett et al. 1992, Zubia et al. 2007). De
hecho, se ha reportado una notable produccion de florotaninos
de 330 pg g'dia' y una alta tasa metabolica para las especies
de este género (Arnold y Targett 1998, Arnold y Targett 2000).
Recientemente Zubia et al. (2007) reportaron que el extracto
organico de L. variegata de Yucatan mostré una alta actividad
antioxidante atribuible a su alto contenido fenélico. Los com-
puestos fendlicos son generalmente conocidos por mostrar no
s6lo actividad anti-oxidante sino también pro-oxidante. Por
ejemplo, el 4-metilcatecol ejerce una accion oxidante en las
células en cultivo a través de la generacion de perdxido de
hidrogeno. Este efecto también puede ser observado incluso
incubando el compuesto en el medio sin las células (Morita et
al. 2003). La quercetina y los compuestos fenolicos relaciona-
dos que contienen una forma del catecol en sus estructuras qui-
micas, han mostrado que son facilmente oxidados, dando por
resultado la peroxidacion de lipidos bajo ciertas condiciones en
ensayos in vitro (Laughton et al. 1989, Yamanaka et al. 1997,
Galati et al. 1999). Otros estudios recientes también han mos-
trado que estos compuestos se pueden oxidar y pueden generar
rapidamente el peroxido de hidrégeno en medios de cultivo
celulares de uso general (Long et al. 2000). De acuerdo con
estos resultados, pareceria razonable considerar que los com-
puestos fenolicos que son completamente solubles en solventes
organicos pueden ejercer dafio oxidativo en las células como
resultado de la generacion de perdxido de hidrogeno en el
medio de cultivo. Sin embargo, esta inferencia es poco proba-
ble debido a que L. variegata mostré una selectividad alta
sobre células tumorales (Sl de 6 a 17), implicando un selectivo
mecanismo de accion sobre las celulas de cancer. Ademas de lo
anterior, la actividad antiproliferativa de L. variegata fue baja
en las células KB (1G5= 68.48 pg mL"). Un trabajo reciente
mostr6é una débil inhibicion del crecimiento de L.variegata a
concentraciones <100 pg mL™' contra células de melanoma,
aunque fracciones semi-purificadas mostraron un incremento
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The cytotoxic activity shown by D. caribaea may be
attributable to the presence of diterpenes since members of the
family Dictyotaceae produce a series of unique diterpenes with
activity against tumoral cells (Gedara et al. 2003). In relation
to the activity shown by T. turbinata, cytotoxic and antitumor
compounds have been isolated from this species, such as turbi-
naric acid (Asari et al. 1989), sterols (Sheu et al. 1997b), and
oxygenated fucosterols (Sheu et al. 1999), which could be
responsible for the cytocidal and cytostatic effects, causing
damage to both the tumor and normal cells.

Chlorophyta

Members of the family Udoteaceae (Halimeda, Penicillus,
and Udotea) showed a certain cytotoxic pattern in relation to
the taxonomic analysis at genus level. This family is known to
produce terpenes (Fenical and Paul 1984, Paul and Fenical
1987) and, although it is not possible to exclude that one or
several molecules contribute to this activity, the presence of
terpenes in Chlorophyta may be related to the cytotoxic activ-
ity displayed, since this type of metabolites isolated from land
sources are responsible for cytotoxic activity (Kintzios 2006).
The extracts of U. flabellum and U. conglutinata showed the
highest cytotoxic activity against all cancer cell lines. The
diterpenoid udoteatrial hydrate has been isolated from U.
flabellum (Nakatsu et al. 1981) and the synthetic analogues
have shown significant in vitro cytotoxicity against KB and
A549 human carcinoma cells (Yu-Ting et al. 1993). Based on
the above, Udotea species appear to be potential sources for
the development of new chemotherapeutic agents.

Avrainvillea cf digitata also showed high cytotoxic and
antiproliferative activity against KB cells. This result concurs
with previous studies in which Avrainvillea species have been
shown to produce isorawsonol, a brominated diphenylmethane
derivative, related to the inhibition of cell proliferation (Chen
et al. 1994). Additionally, antimitotic glycoglycerolipids play
an important role in cell cycle arrest in human cancer cells and
have been isolated from this genus (Williams et al. 2007), sug-
gesting that Avrainvillea could be used for the isolation of anti-
proliferatve compounds.

In relation to the high cytotoxicity exhibited by the two
Penicillus species from Yucatan, to date there are no other
studies that report findings similar to those mentioned herein.
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