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Resumen

El proyecto estuvo orientado a investigar la capacidad protectora de nuevos extractos naturales
obtenidos a partir de fuentes de origen marino y/o sus componentes mayoritarios frente al dafo
inducido por reconocidos agentes mutagénicos y cancerigenos ambientales. Se desarrollaron
investigaciones preclinicas quimico-farmacoloégicas que permitieron ampliar el conocimiento
sobre la biodiversidad marina de Cuba, a partir de la evaluacion de cinco especies de algas y
angiospermas (Thalassia testudinum, Syringodium filiforme, Sargassum fluitans, Dictyota
pinnatifida y Ulva fasciata). Se obtuvieron las primeras evidencias acerca de novedosas
propiedades bioldgicas de estructuras aisladas y de mezclas de compuestos obtenidos a partir de
organismos marinos con potencial uso en la terapia del céncer. Ademads, se amplio la
informacion acerca de sus mecanismos de accion, lo cual amplia las posibilidades de utilizacion
de los recursos marinos para la obtencion de nuevos bioproductos de interés para la Industria
Biofarmacéutica. El proyecto permiti6 la implementacion y el desarrollo de nuevas
metodologias y protocolos para el trabajo de investigacion. Unido a esto, ha coadyuvado a
ampliar los conocimientos sobre la biodiversidad marina y ha contribuido a divulgar la
necesidad de su uso racional y su conservacion. La deteccion de efectos de interés biomédico en
dos de los extractos estudiados (Thalassia testudinum y Ulva fasciata) permite recomendar la
continuidad futura del trabajo, para la obtencion de nuevos productos con propiedades
antitumorales, antimetastdsicas y/o antimutagénicas como nuevos medicamentos obtenidos de

fuentes naturales.
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1. Introduccion
Los océanos cubren las tres cuartas partes de la superficie terrestre y bajo ellos viven la gran

mayoria de las especies animales y vegetales del planeta. Los organismos marinos se encuentran
sometidos al enorme desafio que significa la lucha por imponerse y sobrevivir en un medio de
grandes enfrentamientos y condiciones adversas. Asi, a lo largo de la evolucion, las diferentes
especies marinas han desarrollado una amplia variedad de armas ofensivas y defensivas para dar
respuesta a necesidades vitales tales como nutrirse, desarrollarse y defender su territorio (1).
Estas armas van desde la existencia de estructuras corporales hasta la existencia de diversas
formas de camuflaje. En este sentido, uno de los mecanismos para dar respuesta a sus
necesidades vitales lo constituye la presencia o produccion de sustancias quimicas capaces de
ejercer efectos bioldgicos especificos sobre otras especies. La diversidad de compuestos
bioactivos de las especies marinas, esta condicionada por el hecho que los organismos marinos
necesitan desarrollarse y sobrevivir en este medio tan competitivo, por lo que han tenido que
producir compuestos bioactivos para multiples propositos, tales como protegerse a si mismos de
enfermedades, hongos patdgenos y depredadores o para otras funciones como la comunicacion y
la reproduccion. Debido a que estos compuestos existen en la naturaleza para propdsitos

especificos no es sorprendente que muestren propiedades bioldgicas de gran interés (2).

Sin embargo, la potencialidad de los océanos como fuente de nuevos compuestos bioactivos aun
permanece poco explorada. A pesar, de que estos compuestos podrian ser utilizados de forma
beneficiosa para el hombre. En la actualidad como consecuencia del cambio climatico y la
actividad humana desmedida se encuentran en peligro de desaparecer especies ain no estudiadas.
Por lo que unido al estudio y prospeccion del ambiente terrestre se hace necesario acelerar los
estudios en esta direccidon. La caracterizacion de la biodiversidad marina, como nueva fuente de
obtencion de entidades quimicas con potenciales aplicaciones beneficiosas, permitira hacer un
uso racional y sostenible perspectivo de los recursos naturales. De ahi, que el descubrimiento y
caracterizacion de nuevos compuestos y estructuras quimicas provenientes de organismos
marinos con aplicacion en la solucidon, por ejemplo, de los problemas de salud a los que se
enfrenta el hombre y a los que el estudio de la biodiversidad terrestre no dado solucioén ain ha

experimentado un interés en los tltimos afos.

Uno de los retos actuales esta en la busqueda de nuevas alternativas para la prevencion y el
desarrollo del cancer. En la actualidad, el cancer constituye uno de los principales problemas de

salud a los que se enfrenta la humanidad (3). El cancer no es simplemente un problema de los
1



paises ricos: mas del 70% de las muertes debidas a la enfermedad ocurrieron en paises pobres y
en vias de desarrollo. Esta patologia que hasta hace unas décadas se consideraba un problema de
salud de la tercera edad, en los ultimos afios ha disminuido considerablemente la edad de inicio
de la enfermedad en un porcentaje significativo de personas. Es una enfermedad compleja para la
que no se cuenta aun con tratamientos eficaces. Unido a ello, la elevada toxicidad de los
tratamientos convencionales y el estrecho margen terapéutico de los farmacos antitumorales

justifica la bisqueda de nuevas alternativas para la prevencion y manejo de la enfermedad (4).

En Cuba, a pesar de los esfuerzos que realiza el Sistema de Salud, el cancer se situa cada afio
entre las enfermedades que poseen mayor incidencia y altas tasas de morbi/mortalidad. En la
actualidad, el cancer es la primera causa de muerte en el pais (5). Aproximadamente 18,000
cubanos mueren de cancer (23,4% de total de muertes), unos 28 000 nuevos enfermos se
detectan cada afio, siendo la mas alta incidencia el cancer de pulmoén, prostata y colon en
hombres y pulmoén, mama y colon en las mujeres (5,6). Existen diferentes programas de salud
enmarcados en el diagnostico y en la busqueda de nuevas terapias para su tratamiento. A pesar
de ello no ha sido posible reducir su incidencia y mortalidad (6). De ahi, que el desarrollo de
investigaciones que conlleven a la generacion de nuevos productos con un impacto en la terapia
de esta enfermedad son de una alta prioridad para el pais, que aspira a convertir el cancer en una

enfermedad cronica no trasmisible y controlada.

Estudios epidemioldgicos han evidenciado que del 70-90% de los factores de riesgo para el
desarrollo del cancer son medioambientales (7). Entre los principales factores de riesgo estan: el
tabaco, habitos alimentarios, inadecuada actividad fisica, consumo de alcohol y no por ultimo
menos importante la exposicion continlla a ambientes contaminados, por lo que la intervencion
de estos factores constituyen de las principales dianas en la prevencion y manejo de la

enfermedad.

Hasta el presente no se conoce a profundidad como los agentes medioambientales actian sobre
los genes, se sabe que hay modificaciones que se producen a lo largo de la vida en nuestros
genes como consecuencia de la resultante del ambiente al que nos hemos expuesto. Si tomamos
en cuenta que en las tltimas décadas el ambiente en que se desenvuelve la vida del hombre se ha
tornado cada vez mds enrarecido y adverso, ello pudiera guardar alguna relacion con la elevada
incidencia y desarrollo del céncer a nivel mundial. Por lo que teniendo en cuenta, la rica y

diversa capacidad de defensa de los organismos marinos, no estaria desacertado pensar que



compuestos extraidos de estas fuentes podrian tener una aplicacion en el control y desarrollo de

la enfermedad.

Por ejemplo, se conoce que el dafio al material genético de la célula, la molécula de ADN, es
considerado hoy uno de los pasos mas importantes que guian al desarrollo de un tumor a nivel
celular (8). Tanto, el estrés endogeno como el exodgeno pueden guiar al dafio oxidativo del ADN,
produciendo mutaciones de las bases, ruptura de cadenas, alteraciones en la expresion de genes,
y mutagénesis (9). Las mutaciones en las células somaticas son importantes en el proceso
evolutivo, pero ellas también estdn envueltas en el desarrollo del céncer. Diferentes tumores
estdn asociados a la presencia de mutdgenos y mitégenos en la célula. Sistemas de
biotransformacion y de reparacion del danio al ADN se encargan de eliminar la mayoria de las
lesiones, sin embargo, con la edad el dafio se incrementa, no siempre puede ser eliminado y se

acumulan las lesiones generando la aparicion del tumor.

Por otro lado, el metabolismo intermediario que ocurre fundamentalmente en el higado es otra
fuente de mutagenos en el organismo y con ello de la induccion de dafio al ADN favoreciendo la
iniciacion de la carcinogénesis celular, proceso de bioactivacion. En este contexto, ha sido
identificado compuestos naturales con actividad antioxidante y anti-inflamatoria que protegen al
ADN y se han convertido en alternativas para prevenir la enfermedad (10). Un agente
quimiopreventivo debe ser capaz de inhibir la formacion de radicales libres, asi como la
formacion de agentes alquilantes. Este también deberia ser capaz de interceptar los agentes que
dafian cuando ellos atn estan en el espacio intracelular a través de la induccidon o inhibicion de
sistemas enzimaticos como los de defensa, de biotransformacion y eliminacion de xenobioticos
(11).

Los polifenoles son un grupo numeroso de compuestos presentes en las plantas terrestres que han
sido identificados como moléculas con un alto potencial quimiopreventivo (12-18), presentes
también en organismos marinos. Sin embargo a diferencia de las investigaciones con las plantas
terrestres, las dificultades de acceso al ambiente marino limitaron los conocimientos populares
de las potencialidades de estos organismos (1). El ecosistema marino de nuestro pais representa
una fuente promisoria de este tipo de moléculas. En Cuba, los estudios en esta direccion se
iniciaron en la década de los afos ochenta, estudios realizados en el Instituto Nacional de
Oncologia y Radiobiologia (INOR) y el Instituto de Oceanologia y que tuvieron continuidad en

fecha mas reciente con los trabajos desarrollados en CEBIMAR.



Dentro de esta linea, el CEBIMAR desarrollé dentro del Programa Ramal de Biodiversidad
(2006-2009) el proyecto “Potencialidades de uso de la biodiversidad marina del litoral de la
Habana como fuente de compuestos de interés biomédico y otras aplicaciones industriales”.
Como parte de los resultados de ese proyecto fueron obtenidas las primeras evidencias acerca de
los efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y citoprotectores de extractos obtenidas a partir de
diferentes organismos marinos. A continuacion, durante los afios 2010-2012 se desarrollo el
proyecto “Estudios quimicos, farmacologicos y toxicologicos preclinicos del BM-21, extraido de
la planta marina Thalassia testudinum, que avalen su uso potencial en la salud humana” que
permitio profundizar acerca de los efectos de dicho extracto, asi como se definieron aspectos
importantes dentro de la quimica farmacéutica del mismo (19-22). En este contexto surgi6 el
presente proyecto, que permitio a partir de los datos existentes identificar dos extractos obtenidos
de fuentes marinas con propiedades quimiopreventivas y anticancerigenas y potencial aplicacion

en la terapéutica del cancer en el hombre.

Asi, el objetivo del presente proyecto se dirigi6 a ampliar y actualizar los conocimientos de las
propiedades quimicas y farmacologicas de organismos marinos presentes en las costas de nuestro
pais, que avalen su posible utilizaciéon como productos con capacidad protectora frente al dafio
inducido por reconocidos agentes mutagénicos y cancerigenos involucrados en el desarrollo del

cancer en el hombre.

En este camino, se revisaron los datos existentes acerca de la caracterizacion quimico-
farmacologica de los mas de 50 extractos y fracciones provenientes de organismos marinos de
nuestra plataforma estudiados en CEBIMAR, asi como la informacién existente relativa a
disponibilidad, accesibilidad y sostenibilidad de cada uno de los especimenes y partir de ello
fueron seleccionados cinco especies para el estudio de su potencial antimutagénico,

genoprotector y antitumoral.

Especies seleccionadas para el estudio

o Syringodium filiforme: La especie Syringodium filiforme Kiitzing in Hohenacker 1852-1962,
conocida como hierba de manati, es una angiosperma de la familia Cymodoceaceae que crece
sobre fondos arenosos y sedimentos hasta 25m de profundidad en el mar del Caribe y las
Antillas. Es una especie abundante que crece en aguas someras, fondos areno-fangosos, de alto
contenido de materia orgdnica. Un extracto estudiado de esta especie ha sido identificado que es

una mezcla de acidos fendlicos, flavonoides, carbohidratos solubles y en menor medida de

4



terpenos y aceites esenciales y su tamizaje farmacoldgico reveld que presenta efectos

analgésicos, antiinflamatorios y antioxidantes (23).

o Thalassia testudinum: Thalassia testudinum (Banks and Soland ex. Koenig) es una
angiosperma marina que se encuentra en el Mar Caribe y Océano Atlantico Occidental Tropical.
En Cuba se distribuye en ambas costas. Se localiza en aguas pocos profundas desde la zona
intermareal y hasta los 25m, aunque es mas abundante en aguas someras, fondos areno-fangosos,
de alto contenido de materia orgéanica. Es el pasto marino mas abundante y comun del Mar
Caribe. Se caracteriza quimicamente por la presencia de flavonas glicosiladas sulfatadas como
las thalassiolinas A, B y C, siendo la de mayor abundancia la thalassiolina B. Los estudios
realizados de un extracto obtenido de esta angiosperma han identificado propiedades

antiinflamatorias, antioxidantes y citoprotectoras en diferentes modelos experimentales (19-22).

e Ulva fasciata: La especie Ulva fasciata Delile (Chlorophyta) aparece con relativa abundancia
en la mayor parte de las costas cubanas. En la costa Norte de La Habana se observan cientos de
metros del litoral rocoso cubierto por una espesa aglomeracion de estas algas, la profundidad de
esas acumulaciones varia entre uno y cuatro metros. En varias épocas del afio, la accién del mar
acumula cientos de toneladas de estas algas lo que justifica los extensos crecimientos de esta
especie presentes en la costa habanera. Suele crecer en aguas de alta salinidad y puede
encontrarse en aguas poco profundas adheridas a las rocas, especificamente en lugares tranquilos
y protegidos, donde el agua de mar se encuentra fuertemente influenciada por los rios que vacian
sus caudales de nutrientes y disminuyen la salinidad. Ulva fasciata posee cantidades
considerables de polisacédridos sulfatados, compuestos a los que se le atribuyen diferentes
propiedades bioldgicas. Estudios preliminares realizados en CEBIMAR han descrito propiedades
antioxidantes en un extracto obtenido de esta especie. En otras latitudes han sido identificadas

actividades antitumorales para otras especies de Ulva (24, 25).

o Sargassum fluitans: alga parda perteneciente a la familia Ochrophyta, benténica, que arriba
anualmente, en conjunto con otras especies del género al litoral norte (en mayor abundancia) y
sur de las costas cubanas, con una biomasa total estimada de 15415 tm en aproximadamente
790km de costa, lo que posibilita su explotacion sostenible y la biodisponibilidad de este recurso
en nuestras aguas. Un extracto obtenido de esta especie es una mezcla constituida
mayoritariamente por polifenoles y taninos y en menor proporcidn, terpenos y esteroides. El

tamizaje farmacologico mostrd que dicho extracto presenta efectos antiinflamatorios, antivirales



y moderada actividad antioxidante (26). En otras latitudes han sido identificadas propiedades

antitumorales para otras especies de Sargassum (27).

e Dictyota pinnatifida: D. pinnatifida Kiitzing 1859 es una especie bentdnica perteneciente a la
a la familia Dictyotaceae. Esta especie crece en aguas someras, sobre rocas y corales hasta 26
metros de profundidad con relativa abundancia en nuestra plataforma. El tamizaje farmacoldgico
realizado de un extracto obtenido de esta especie reveld que presenta efectos antiinflamatorios,

analgésicos y antioxidantes (28).

La primera tarea conllevo la planificacion y ejecucion de las colectas de cada especie a estudiar.
Seguidamente, se procedid en cada caso a la preparacion de los extractos para su posterior

caracterizacion quimico-farmacoldgica.

A continuacion se exponen los principales resultados comprendimos en el periodo que abarca
esta investigacion.

2. Colecta y preparacion de los diferentes extractos evaluados durante el proyecto

e Extracto hidroalcohdlico obtenido de Syringodium filiforme: esta especie fue recolectada en la
playa de Guanabo (23°10°44”N y 82°07°0170), La Habana, Cuba, (Octubre, 2012, 2014)
autenticada por el Dr. Areces, Instituto de Oceanologia y depositada en la coleccion del Acuario
Nacional de Cuba (ANC). El extracto total fue preparado a partir de 200g del material vegetal
seco y molido que fue macerado con 2 000mL de una mezcla etanol: agua en proporcion (1:1;
v/v); con agitacion por 3 dias a temperatura de 30+2°C. Luego se procedi6 a la filtracion y

concentracion en un evaporador rotatorio al vacio y temperatura del bafio no superior a 45°C.

e Extracto hidroalcoholico obtenido de Thalassia testudinum: esta especie fue recolectada en la
playa de Guanabo (23°10’44”N y 82°07°01”0O), La Habana, Cuba, (Octubre, 2012, 2014),
autenticada por el Dr. Areces, Instituto de Oceanologia y depositada en la coleccion del ANC. El
extracto se obtuvo a partir de la maceracion de las hojas de la planta durante 4h con ayuda de
calor (60-65°C) y agitacion mecanica. El porcentaje de etanol utilizado en la extraccion fue de
50% vy la relacion material vegetal/disolvente de 1/10. El extracto obtenido se filtr6 a presion
reducida y luego se concentrd hasta obtener 10% de solidos. Por tltimo se realiz6é un secado por

aspersion obteniendo asi el extracto seco.

Obtencion de una fraccion enriquecida en polifenoles a partir del extracto. A partir de una
extraccion con cloroformo del extracto total de 7. festudinum se obtuvo una fraccion hidrofilica,

cuya caracterizacion fitoquimica permitio identificar que esta es una mezcla de los principales

6



polifenoles presentes en el extracto. Para su obtencion se establecid y estandarizd un
procedimiento de extraccidon con cloroformo a partir del extracto total. Se partié de un gramo de
extracto seco y se procedid a realizar una extraccion exhaustiva solido-liquido con cloroformo.
Posteriormente, se filtrd y el residuo obtenido se dejé secar en campana hasta la evaporacion

total del disolvente y se conservo para su posterior evaluacion farmacologica.

Ademas, en el transcurso del proyecto se evaluaron los efectos de una flavona glicosilada, la
Thalassiolina B (TB), que fue identificado como el componente mayoritario presente en el
extracto (alrededor del 5% del total de polifenoles del extracto). Ademas, este metabolito fue
motivo de interés nuestro debido a que al menos en parte es responsable de las propiedades
antioxidantes atribuidas al extracto. El aislamiento y purificacion de este compuesto se realizd

segin una modificacion a la técnica descrita por Rowley y col. (29).

e Extracto de hidroalcohdlico obtenido de Ulva fasciata: la colecta fue realizada en la zona
intermareal de la desembocadura del Rio Quibu (23°05'47"N y 82°28'01"W), La Habana, Cuba
(Marzo, 2013, 2014). Este proceso fue llevado a cabo durante periodo de bajamar para obtener
mayor area expuesta y facilitar la recoleccion. Los especimenes fueron colectados desde su disco
basal, raspando el sustrato en el que se encontraban adheridas, identificados taxondémicamente y
colocados en el herbario del ANC. Las muestras fueron lavadas con agua de mar in situ y se
trasladaron inmediatamente al laboratorio para su procesamiento. Fueron lavadas con H>O
destilada y secadas en incubadora a 60°C. Finalmente, las muestras fueron molidas y
almacenadas hasta la preparacion del extracto. Se pesaron 50 g del alga seca y se realizé una
extraccion afadiendo 500 mL de solucion hidroalcohoélica al 50%. El extracto fue colocado en

zaranda por 24 horas, seguidamente fue filtrado y secado para su utilizacion.

e Extracto de hidroalcoholico obtenido de Sargassum fluitans: Las algas fueron colectadas entre
el Rincon de Guanabo (23°10'48"N y 82°06'02"W) hasta Boca Ciega (23°10'46"N vy
82°09'97"W), identificadas por el Dr. Arsenio Areces y colocadas en el ANC. Todas las muestras
fueron lavadas, posteriormente fueron secadas en estufa a 60°C y molinadas, para su
conservacion. De las muestras molidas se prepararon extractos hidro-alcohélicos, en proporcion
1:5 a partir de 878,01g de Sargassum fluitans, con solucion agua: etanol al 50%. El extracto fue
mantenido en agitacién en zaranda durante 72 horas a 27 °C, filtrado, centrifugado y concentrado

por evaporacion rotatoria al vacio a 45°C. Posteriormente fue secado por liofilizacion. El



tamizaje fitoquimico preliminar del extracto permitid identificar la presencia de terpenos tipo

saponinas, flavonoides, polifenoles y alcaloides.

e Extracto de hidroalcoholico obtenido de Dictyota pinnatifida: Los ejemplares de esta especie
fueron colectados en el Rincon de Guanabo (23°10°44”N y 82°07°01”W) (Mayo, 2012) sobre
fondo arenoso. Se colectd una biomasa de 12kg humedos sobre un fondo de falsos cangilones
ubicado a 70 m de la orilla aproximadamente. Los ejemplares fueron autentificados por la Dra.
Beatriz Martinez (Centro de Investigaciones Marinas, Universidad de La Habana) y depositados
en el herbario de la coleccion del ANC. Se preparé un extracto hidroalcohdlico al 10%. La
caracterizacion fitoquimica evidenci6 la presencia de triterpenos, fenoles, flavonoides, saponinas

y azlcares y la ausencia de alcaloides.

3. Evaluacion de los efectos de los extractos sobre la mutagénesis inducida por diferentes
agentes mutagénicos ambientales y de los mecanismos implicados

El ensayo de incorporacién en placa con Salmonella typhimurium conocido como Ensayo de
Ames (30) ha sido hasta la actualidad ampliamente empleado en el tamizaje mutagénico de
nuevas sustancias. Ello, ha sido considerado debido a la capacidad con que cuenta la prueba para
la deteccion de agentes mutagénicos que producen mutaciones puntuales del tipo de sustitucion
de bases o corrimiento del marco de lectura a nivel de la molécula de ADN. Asimismo, el
ensayo, también, ha sido utilizado en la deteccion de compuestos con actividad protectora al
ADN, debido a la sensibilidad del método para detectar la capacidad de un compuesto de
disminuir el dafio primario al ADN inducido por agentes mutagénicos conocidos en este modelo
experimental. En este caso, se incuba el compuesto a evaluar frente a mutagenos cuyo
mecanismo de accion es conocido y se detecta la disminucion del dafio al ADN por la accion del
compuesto en estudio a partir del conteo del nimero de colonias de la bacteria S. typhimurium

revertantes His™ a His" (30).

Asi, la primera tarea que fue acometida en el proyecto para estudiar el potencial antimutagénico
de los extractos seleccionados consistido en la evaluacion de la capacidad protectora de los
extractos frente al dafio al ADN inducido por reconocidos mutagenos presentes en
medioambiente en que se desenvuelve el hombre, compuestos que han sido asociados a la
aparicion de tumores, y por ende al desarrollo y progresion del cancer.

Se prepararon placas madres de las cepas de S. typhimurium TA 98, 100, 102 obtenidas a partir
de congelados permanentes conservados a —70°C. Para el trabajo con la bacteria se prepararon
pre-cultivos a partir de las placas madres. Los pre-cultivos fueron incubados durante 16 h a 37°C
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comprobada la presencia de los marcadores genéticos. Se adicionaron 2 mL de agar de superficie
suplementado con histidina y biotina (10 mL/100mL), 0,1 mL del cultivo, 0,1 mL del compuesto
de ensayo y 0,5 mL de la disolucion tampoén fosfato o la fraccion So, que permite simular en el
ensayo el metabolismo hepatico. La mezcla de incubacion fue vertida en las placas y las colonias

fueron incubadas 48 horas a 37°C. Concluido este periodo se contaron las colonias revertantes.

En el experimento se incluyeron un control negativo (H>O destilada), controles positivos,
compuestos de reconocida actividad mutagénica: ciclofosfamida (500 pL/placa), benzo(a)pireno
(BP) (10 pL/placa), 2 acetil aminoantraceno (10 pL/placa), 1-nitropireno (10 pL/placa), 2 acetil
aminofluoreno (5 pL/placa) y 4 quinona (10 pL/placa). Se ensayaron 3 concentraciones de cada
extracto. Se presentan los resultados de al menos 5 réplicas en 2 experimentos. El porcentaje de
inhibicién de la mutagenicidad fue calculado segun la formula: [1 - (# colonias/placa en

presencia mutageno y el extracto) (# colonias/placa en presencia solo del mutageno)] x 100.

En la Tabla 1 se muestran los resultados relativos al nimero de colonias de la bacteria S.
typhimurium que fueron capaces de revertir la mutacion que presenta la cepa después de la
exposicion a las concentraciones de los extractos. Como puede observarse, a pesar de las
potencialidades de los cinco extractos evaluados no todos mostraron efectos protectores
promisorios frente al dafio primario inducido sobre el ADN. De los productos, el extracto de 7.
testudinum resultod ser el mejor candidato. Este producto inhibidé de la mutagenicidad inducida
por los diferentes agentes empleados como inductores de dafio en este ensayo. Seguido, el
extracto de U. fasciata, mostrod efectos sobre dos de los mutagenos evaluados. Si bien, los
extractos obtenidos a partir de las especies de S. fluitans y S. filiforme mostraron en alguna
medida capacidad de reducir el dafio de uno u otro agente a las dosis maximas evaluadas, los
efectos observados no resultan promisorios. D. pinnatifida no mostrd efectos protectores

observables en nuestras condiciones de experimentacion.

Las cepas TA98, TA100 y TA102 utilizadas en el estudio: TA98 permite detectar mutadgenos del
tipo de corrimiento del marco de lectura en el ADN, TA 100 detecta sustituciones de pares de
bases del tipo G-A y la TA 102 es una cepa util para detectar agentes que dafan el par A-T,
debido a la formacion de radicales libres como consecuencia del estrés oxidativo a nivel celular
(30). En este estudio se evaluaron los efectos de los extractos sobre el dafio inducido por agentes
con diferentes estructuras y modos de accion para generar el dafio. BP, el I-nitropireno, 4-

quinona y el 2aminoantraceno son reconocidos mutagenos medio-ambientales, mientras que la



ciclofosfamida es un farmaco con accion citotoxica utilizado en la terapia antineoplasica. El
efecto antimutagénico observado en el extracto de 7. festudinum a la maxima concentracion
evaluada (1000 pg/mL) se comport6 en el orden: ciclofosfamida (50%) > 1-Nitropireno (47%) >
BP (39%) > 2-acetil aminofluoreno (34%) > 4-quinona (31%) > 2-Amino antraceno (30%). La
mayoria de estos compuestos son mutdgenos oxidativos. Sus mecanismos de dafio al material
genético han sido asociados a la produccion de especies reactivas del oxigeno y a la oxidacion
del hierro causando dafio a las macromoléculas, donde sobresale el ADN y deplecion de las
defensas antioxidantes endogenas del organismo (31-33). Por tanto, nuestros hallazgos sugieren
que las propiedades antioxidantes descritas para este extracto podrian ser responsables de la
proteccion observada frente al dano inducido por: BP, 2acetil aminofluoreno, 1-nitropirene,
aminoantraceno y ciclosfosfamida. Una significativa proteccion frente al dafo inducido por la
ciclofosfamida fue observada a concentraciones mas bajas (100 pg/mL) del extracto. Existen
rutas metabdlicas involucradas en la mutagenicidad inducida por este compuesto ademas, del
estrés oxidativo (34). Asimismo, el metabolismo intermediario estd muy comprometido en la
mutagenicidad del BP y del 2 acetil amino fluoreno, por lo que otros mecanismos relacionados
con la modulacion de los sistemas que metabolizan y eliminan xenobidticos, ademas de su

capacidad antioxidante, no deben ser descartados como posibles dianas de accion del extracto.

Por otro lado, el extracto obtenido del alga verde U. fasciata, también, resultd otro candidato a
tener en consideracion debido a los efectos protectores observados frente al dafio inducido por el

benzo(a)pireno y el nitropireno (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos de extractos obtenidos de fuentes marinas sobre el daiio inducido en el
ADN por agentes mutagénicos ambientales (Test de Ames).

Productos

2-acetil,

Evaluados pg/mL|  Ciclofosfamida Benzo(a)pireno 2-Aminoantraceno 1-nitropireno i 4-Quinona
Control 107,040.6 23,0421 290,042.6 102,041,5 28,0415 290,043,0
(vehiculo)
Mutageno 0 290,0£2,6 228,0£1,5 647,0+£3,6 273,0£2,5 894,0+10,2 860,0+2,5
10 2274+3,8 215,0+£5.9 639,0+4,5 270,0+£2,0 890,0+11,2 851,0+3,1
T. testudinum 100 127,0£2,5*%(36) 180,0+6,5 (21) 549,0+3,6 153,0+2,2*(24) 887,0+£11,0 849,0+2,0
500 101,0+7,0%(37) 151,0+4,2*(34) 404,0+1,5%(38) 112,0+2,5%(45) 765,0£14,0 705,045,5 (18)
1000 | 99,0+2,1*%(50) 138,0+3,6*(39) 451,0+£2,6%(30) 108,0+1,0*(47) 583,0+7,5*%(34) 596,04+5,5*(31)
50 280,0+1,8 231,0+£2.9 644,0+3,0 281,04£2,1 900,0+8.,2 863,0+5.5
U. fasciata | 500 267,0£2,4 166,0£5,5* (27) 612,0+2,6 203,044,0* (25) 874,0+4,5 803,0+3,2
1000 268,0+£2,9 144,0+2,2* (36) 601,0+3,1 189,0+3,5* (30) 878,0+£10,8 694,0+4,2(18)
50 283,0+3,6 228,0+1,9 640,0+3,1 271,0+4,0 869,049,2 862,0+1,9
S. fluitans 500 291,0+£2,8 228,0+9,1 637,0+4,6 252,0+£2,9 894,0+4,2 859,0+2,1
1000 279,0+4,6 228,0+1,5 643,0+6,6 253,0+1,5 878,0+2,9 845,0+2,5
S. filiforme 50 278,0+£2,0 233,0£1,5 650,0+2,8 265,0+£2,1 890,0+9,7 867,0£3,5
500 281,0+£2,6 208,0+1,5 646,0+3,3 274,0+3,5 864,0+11,0 835,0+2,0
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1000 280,0+3,1 198,0+1,7 632,0+4,6 243,0+£5,6 881,0+7,2 700,0+1,5(19)

50 295,0+1,6 222,043,2 646,0+1,4 273,0£1,5 878,049,2 872,042,6
D. pinnatifida 500 280,042,4 228,0+1,9 637,0+1,6 277,042,9 887,0+12,1 873,0+4,4
1000 289,042,9 211,045,5 655,0+3,9 280,046,5 866,0+7,8 856,046,7

Se informa # colonias contadas/placa. Cada valor representa x+SEM de 5 repeticiones y 2 experimentos por separado. Los
experimentos con ciclofosfamida, 2 acetilaminofluoreno y benzo(a)pireno se realizaron en presencia de activacion metabolica
So. *p< 0,05 Test de U de Mann Whitney, diferencias significativas con respecto al compuesto mutagénico.

A partir de los efectos antimutagénicos observados para el extracto de 7. testudinum fue de
interés evaluar la contribucion de los componentes de dicho producto a esta propiedad. Asi, se
evaluaron los posibles efectos antimutagénicos de una fraccion obtenida del extracto que esta
constituida por los principales polifenoles identificados en el mismo y de la Thalassiolina B
(TB), una flavona aislada del extracto. Como se explica en el acéapite anterior, TB es el
componente mayoritario de la fraccion polifendlica y es responsable al menos en parte de las
propiedades antioxidantes atribuidas al extracto. Las dosis evaluadas en el ensayo se encuentran
en correspondencia con las cantidades relativas de estos componentes en las dosis efectivas del
extracto en este modelo (100-1000 ug/placa). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
2. Tanto, la fraccion polifenolica como TB a las dosis méximas evaluadas fueron capaces de
reducir significativamente la mutagenicidad inducida por la ciclofosfamida, el benzo(a)pireno, 1-
nitropireno y la 4-quinona, mientras que en el caso de la TB, a diferencia de la fraccion que si
disminuy6 significativamente el dafio inducido por el 2-acetil aminofluoreno, este compuesto a
la dosis de 50ug/placa disminuyod el dafio inducido por este mutageno, sin que se observaran

diferencias significativas con respecto al control (Tabla 2).

Tabla 2. Efectos de la fraccion polifendlica y la Thalasiolina B extraidos de T. testudinum
sobre el daiio inducido en el ADN por agentes mutagénicos ambientales (Test de Ames).

Productos 2-acetil,

Evaluados pg/mL Ciclofosfamida Benzo(a)pireno 1-nitropireno T 4-Quinona
Control 0 132,0+0,9 28,04£2,9 122,01,5 37,0421 292,0+3,9
(vehiculo)

Mutsigeno 0 300,0+2,6 201,0+1,0 303,0+1,5 994,0+16,0 869,0+5,5

~ 50 302,0+1,2 211,0+5,3 290,0+2,0 990,0+15,2 851,0+3,1

T.%f,fzmm 250 | 212,0£5,0%(30) | 145,0+2,2%(28) | 231,0+2,2(23) 987,0+8,0 859,0+2,0
500 | 177,0+2,4%(41) | 132,0+£3,5%(34) | 128,0+1,0%(57) | 699,0+£6,5%(30) | 621,0+2,5%(28)

5 227,0+3,8 205,0+3,9 300,0+2,0 1000,018.2 862,0+5,1

Thalassiolina B 25 230,0+2,4 162,0+2,5%(27) | 232,042,2(24) | 987,0+14,0 874,0+2,9

50 | 211,0+1,0%(30) | 138,0+£3,2*(31) | 200,0+£2,9%(33) 995,0+9,0 640,0£5,5%(26)
Se informa el # colonias contadas/placa. Cada valor representa x+SEM de 5 repeticiones y 2 experimentos por separado. Los
experimentos con ciclofosfamida, 2 acetilaminofluoreno y benzo(a)pireno se realizaron en presencia de activacion metabolica So.
*p< 0,05 Test de U de Mann Whitney, diferencias significativas con respecto al compuesto mutagénico.

Estos resultados sugieren que polifenoles presentes en 7. testudinum, asi como su componente
mayoritario (TB) se encuentran involucrados en su capacidad de proteccion frente al dafio
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inducido por estos agentes. Estos compuestos son inductores en el organismo de la formacion de
mutaciones puntuales, lo que constituye una de las premisas requeridas a nivel celular para que

se inicie el desarrollo tumoral, entre otros procesos.

En general se demostrd que el extracto de 7. festudinum, la fraccion polifendlica obtenida del
extracto y la TB muestran efectos antimutagénicos frente al dafio inducido por agentes
mutagenos y carcindgenos ambientales en el ensayo de incorporacion en placas en la bacteria S.
typhimurium (Prueba de Ames). Ademads, se evidencia que el extracto de U. fasciata exhibe
efectos antimutagénicos frente al dafo inducido por el BP y el 1- nitropireno, en este ensayo.
Los extractos obtenidos de las especies S. fluitans, D. pinnatifida y S. filiforme no protegieron

del dafio al ADN bajo nuestras condiciones de ensayo.

4. Estudios acerca de los efectos de los extractos, fracciones y sus componentes sobre los
sistemas responsables de la bioactivacion y eliminacion de los mutigenos y cancerigenos en
el organismo: isoenzimas del P450 y transportadores

Cuando un compuesto de origen ajeno a un organismo entra en contacto con ¢€l, se producen una
serie de interacciones entre ambos que determinan una resultante que puede ser beneficiosa o no.
Asi, el organismo reacciona intentando eliminar al compuesto exdgeno o xenobiodtico bien de
forma directa o mediante la modificacién previa de su estructura (metabolismo) encaminada a
producir derivados que puedan ser mas solubles y facilmente eliminados. El higado es el 6érgano
que posee la mayor capacidad biotransformadora del organismo siendo el mas implicado en ese
conjunto de reacciones enzimaticas destinadas a aumentar la solubilidad de los xenobidticos y a

facilitar su eliminacion (35).

Las reacciones de Fase I (oxidacion, reduccion e hidrodlisis) modifican los compuestos poco
solubles o lipofilicos en metabolitos mas polares que el original. Dentro de los sistemas de
enzimas encargados en el organismo, y particularmente en el higado, de estas reacciones
sobresale el sistema de isoenzimas del citocromo P450, responsable del metabolismo
intermediario de mas del 75% de xenobidticos a los que se expone el hombre. Las reacciones de
Fase II consisten en la conjugacion de los compuestos o sus metabolitos, con moléculas
endogenas polares dando lugar a productos mucho mas solubles y excretables. Asi, los
compuestos pueden ser toxicos per se, o tras su transformacion pueden originarse metabolitos
toxicos y muy reactivos. El mecanismo de toxicidad mds frecuente es la generacion de

metabolitos reactivos (electrofilicos, radicales libres) que reaccionan con las macromoléculas
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alterando su funcionalidad, fuente de dafio celular implicada en el desarrollo y progresion de

enfermedades de elevada morbi-mortalidad en el hombre, como el cancer (36).

En este sentido, la modulacion de estos sistemas enzimaticos constituyen nuevas dianas
farmacoldgicas encaminadas a la basqueda de compuestos capaces de modular la
biotransformacion de los xenobiodticos, mediante la inhibicion de la formacion de metabolitos
reactivos y/o el incremento de la actividad de conjugacion de los compuestos o sus metabolitos
toxicos para que sean excretados y eliminados de organismo. Los modelos experimentales mas
empleados para el estudio de la capacidad de modulacién de la funcién de estos sistemas
comprenden: microsomas hepaticos (sistema subcelular obtenido mediante la ultra-
centrifugacion de homogenados de higado), supersomas (microsomas obtenidos a partir de
células manipuladas para la expresion de un unico P450) y los cultivos primarios que constituyen
los modelos mas proximos al higado (35). Los hepatocitos, tanto de animales de laboratorio
como humanos, expresan las funciones tipicas del higado adulto durante un tiempo de cultivo

determinado.

Ha sido reconocido que los polifenoles, compuestos identificados en los extractos en estudio, son
capaces de modular la actividad de estos sistemas (37-39). Unido a ello, nuestras primeras
evidencias experimentales sugieren que las propiedades antimutagénicas observadas (Tabla 1) no
solo se encuentran asociadas a propiedades antioxidantes. Asi, nos propusimos estudiar los
efectos de los extractos selecionados sobre la funcion y expresion de las principales isoenzimas
del sistema del P450 (Fase I), la UDP-glucoronil transferasa (Fase II) y dos proteinas
transportadoras: glicoproteina P y BCRP, sistemas de transporte no solo involucrados en la
eliminacion de xenobidticos, ademds, responsables de fallos terapéuticos relacionados con
mecanismos de multi-resistencia a los antitumorales en el hombre. A continuacion se describen
los principales resultados de este trabajo, parte de los mismos se encuentran publicados en J.
Functional Foods (2012) y en Drug Metabolism and Personalized Medicine (2015), para

detalles ver anexos.

Evaluacion de los efectos sobre el sistema de citocromos del P450

El estudio de los efectos de los productos sobre la actividad de las enzimas de biotransfromacion
se realiz6 a diferentes niveles de organizacion celular. Fueron realizados experimentos en
microsomas de ratas y humanos y en supersomas humanos, asi como hepatocitos en cultivo,

empleando para ello células tanto de ratas como de origen humano.
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En los experimentos realizados en microsomas y supersomas, estos fueron expuestos durante 10
min a los productos de prueba. En el caso de los hepatocitos, las celulas se expusieron durante 48
h a los extractos. En todos los casos, concluido el periodo de incubacion fueron determinadas las
actividades enzimaticas de los siguientes citocromos del sistema del P450: CYP1AI, 1A2, 3A,
2D, 2C, 2B y 2E, lo que se realizd6 mediante incubacién directa con los substratos apropiados
para cada enzima evaluada. La actividad enzimatica se determindé mediante incubacion de las
células con un coctel de substratos especificos y posterior cuantificacion por HPLC-MS/MS de
los metabolitos formados (40). Ademas, se realizaron estudios para evaluar los efectos sobre la
expresion a nivel génico de estos sistemas. Para ello, primeramente se aislo6 el ARNm,
seguidamente se determinaron los niveles de expresion de las enzimas o proteinas mediante
técnicas de RT-PCRq. En todos los casos se emplearon compuestos inductores clasicos de estos

sistemas enzimaticos a nivel hepatico, como controles del experimento.

El estudio de los posibles efectos de los cinco extractos evaluados sobre las principales enzimas
del sistema del P450 evidenci6 que el extracto de obtenido de 7. festudinum inhibid
significativamente la actividad catalitica del CYP1A en microsomas de ratas, efecto que fue
corroborado en los microsomas de origen humano. En este modelo experimental, ademas, tras la
incubaciéon con concentraciones de 100 pg/mL del extracto se obsevaron efectos inhibitorios
sobre la actividad del CYP3A, sin modular la funcion del resto de los citocromos evaluados
(CYP2A, 2D, 2El1, 2C), se muestran resultados en microsomas humanos (Figura 1). Los
extractos de D. pinnatifida y S. filiforme no modificaron la actividad de ninguna de las enzimas
evaluadas en las series experimentales realizadas, mientras que el extracto de S. fluitans fue
capaz de inhibir moderamente la actividad del CYP3A en microsomas de ratas, sin que ello

alcanzara siginificacion estadistica (datos no mostrados).
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Figura 1. Efectos del extracto obtenido de T. testudinum sobre el CYPIA y 34 en microsomas

humanos. Se presentan los resultados como medias + SEM del porcentaje respecto a la actividad detectada en el cultivo
control (100 % actividad). La actividad enzimatica del CYP1A1 y 3A4, fue medida tras la incubacion de microsomas humanos

obtenidos de un banco de higados humanos con las concentraciones del extracto (5, 25 y 100 pg/mL) durante 10 min. *p < 0.05
(test de Student).

Por otro lado, el extracto obtenido de U. fasciata mostr6 una siginificativa inhibicion del
CYPIATI en ambos modelos experimentales, en la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos
en microsomas de ratas. Teniendo en cuenta, que esta inhibicion de la actividad del CYP1A1
producida por el extracto de U. fasciata se encuentra en concordancia con los efectos inhibitorios
del extracto sobre la mutagenicidad inducida por el benzoapireno, un compuesto que se
transforma a metabolito reactivo y mutagénico por la actividad de este citocromo (Tabla 1), se
decid6 investigar el tipo de interaccion que se establece entre el extracto y este sistema
enzimatico. Asi, se realizaron experimentos de cinética enzimatica en supersomas humanos que
expresan la actividad del CYP1A1 expuestos a diferentes concentraciones del extracto. La
determinacion a partir de las curvas Mikaelis-Menten de los parametros, Vmax (velocidad
maxima de reaccion) y Ki (constante de afinidad) permitié identificar que el extracto de U.
fasciata es un inhibidor mixto de la actividad del CYPIA1l en nuestras condiciones de
experimentacion (Figura 2).

A) Microsomas de ratas
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Figura 2. Efectos del extracto de U. fasciata sobre la funcion de la enzima CYPIAI. A) Efectos
sobre la actividad enzimatica del citocromo 1Al, tras la incubacion de los microsomas con diferentes concentraciones del extracto
durante 10 min. B) Parametros cinéticos (Vmax y Ki) determinados en supersomas humanos tras la incubacion con el extracto que
permitieron caracterizar el tipo de inhibicion que tiene lugar. Vmax = 2677 £+ 51 pmol/min/mg proteina, Ki = 67,9 £ 9,3 pg/mL.
Tipo de inhibicion: mixta.

Concluidos los ensayos realizados en microsomas hepdaticos se continu6 la evaluacion de los
efectos de los extractos en estudio sobre este sistema de biotransformacion, pero empleando en
este caso como modelo experimental el cultivo primario de hepatocitos de ratas. Como ya se ha
planteado, este es un biomodelo que mantiene la integridad estructural y funcional de los

hepatocitos y por tanto se acerca mucho mas a lo que sucede en el higado.

El estudio de los posibles efectos de los cinco extractos sobre las principales enzimas del sistema
del P450 mostr6 que el extracto de obtenido de 7. testudinum inhibio significativamente la
actividad catalitica de los CYP2C19 y 2E1. Ademas, T. testudinum fue capaz de inducir la
actividad del CYP2B6, mientras que no moduld la actividad del resto de los citocromos
evaluados (CYP1A1, 3A4, 2D6 y 2C9) (Figura 3). Fueron corroborados los efectos del extracto

de U. fasciata sobre la actividad del CYPIA1. Se observd una reduccion siginificativa de la
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actividad de este citocromo, en el orden de un 28% respecto a los controles, células solo
expuestas al medio de cultivo. El extracto obtenido de S. fluitans mostr6 una ligera inhibicion del
citocromo 3A4 (alrededor de un 16% respecto al control), y fue capaz de inducir la actividad del
CYP2B6. S. filiforme no modificé significativamente la actividad de ninguna de las enzimas
evaluadas. Mientras, que los posibles efectos del extracto obtenido de D. pinnatifida no fueron

evaluados en este modelo experimental.
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Figura 3. Efectos del extracto de T. testudinum sobre la actividad de los citocromos del P450

en hepatocitos de ratas. Las células se incubaron durante 48 h con las concentraciones del extracto (50, 100 y 200
png/mL). Concluido este periodo, se incubaron durante 2 h con un coctail de sustratos especificos para cada enzima a evaluar. Al
finalizar, se determiné la actividad enzimatica por HPLC/MS. Se presentan los resultados como medias = SEM del porcentaje
respecto a la actividad detectada en el cultivo control (100 % actividad). *p < 0,05 (test de Student).

Por ultimo, teniendo en cuenta que el extracto de 7. testudinum apuntaba a ser un producto de los
mas promisorios y mostraba una gama de efectos sobre este sistema de enzimas, se continuo la
investigacion profundizando en sus efectos a nivel de la actividad y la expresion de estas
isoenzimas en el ensayo de hepatocitos de origen humano en cultivo, que sin lugar a dudas hasta
la fecha constituye el modelo experimental in vitro mas cercano a lo que ocurre en el higado
humano (35). Se determinaron los efectos del extracto y de la TB sobre las actividades
enzimaticas de los enzimas CYP1A1/2, 2D6, 3A4, 2C9, 2A6 y sobre las enzimas de conjugacion:
glucoroniltransferasa (UGT) total y las isoenzimas UGT1 y UGT?9.

Los resultados mostraron que tanto el extracto (100 y 250 pug/mL ) como TB (100 y 200 uM)
inhiben la actividad de estas isoenzimas mostrando diferentes grados de inhibicion (Figura 4). Sin
embargo, cuando se estudiaron estos efectos a nivel del ARNm so6lo se aprecid inhibicion de la
expresion del CYP3A4 (lo que se correspondidé con la disminucién de la correspondiente

actividad catalitica) (Figura 5). Sorpresivamente, a diferencia de la disminucién observada de la
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actividad del CYP1A, se observo un incremento dependiente de la concentracion del ARNm de
este citocromo, lo que sugiere una induccion in vitro de la expresion del CYP1Al. En principio
estos resultados podrian parecer no coherentes, no obstante, otros autores han descrito efectos
similares para este tipo de moléculas (41, 42), habida cuenta de los complejos mecanismos
moleculares que median las interacciones de los polifenoles con estos sistemas. Ademas, se
apreciaron diferencias con los efectos observados cuando las mismas enzimas fueron evaluadas
en hepatocitos de rata (Figura 3), lo que sugiere que podrian existir diferencias metabolicas entre
la rata y el humano a la hora de metabolizar el extracto, lo que debe ser tomado en cuenta en

estudios futuros.

T. testudinum B
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Figura 4. Efectos del extracto de T. testudinum y la TB sobre las actividades del P450 en

hepatocitos humanos. Las células fueron incubadas durante 48 h con el extracto y la TB. Seguidamente, las actividades
de los CYP1A2, 3A4, 2D6, 2C9 y 2A6 fueron determinadas mediante incubacion directa de las monocapas con un coctel de
sustratos especificos para cada enzima. Los valores de actividad enzimatica son expresados como porcentaje del control y
representan la media + SEM de 3 experimentos. * < p 0,05 respecto al control, Student #-test.
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Figura 5. Influencia del extracto de T. testudinum sobre la expresion del RNAm del CYPIA y

CYP3A en hepatocitos humanos en cultivo. Los niveles de ARNm fueron cuantificados por RT-PCR
determinados 48 h después de la incubacion de los hepatocitos con el extracto (50 y 250 pg/mL). Los resultados se expresan como
porcentaje del control determinadas las veces del ARNm correspondiente respecto al contenido de RNA/B-actina (gen
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constitutivo) en los controles. Los datos son expresados como media + SEM de 3 experimentos independientes. * p < 0,05
respecto al control (Dunnett’s test).

Asimismo se observo una inhibicion de la actividad catalitica de las enzimas UGT1A1, UGT1A9
y UGT, responsables de las reacciones hepaticas de glucuronidaciéon de muchos xenobidticos
(Figura 6), no evidencidndose cambios apreciables a nivel del ARNm (datos no mostrados).
Estos resultados constituyen los primeros hallazgos de los posibles efectos de productos

obtenidos de T. testidunum sobre enzimas de Fase II del metabolismo de xenobidticos.
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Figura 6. Efectos del extracto de T. testudinum y TB sobre las actividades de enzimas de Fase

II del metabolismo en hepatocitos humanos. Las células fueron incubadas durante 48 h con el extracto y la
Thalassiolina B (TB). Seguidamente, las actividades de la UDP-glucoronil transferesa y sus isoenzimas fueron determinadas
mediante incubacion directa de las monocapas con un coctel de sustratos especificos para cada enzima. Los valores de actividad
enzimatica son expresados como porcentaje del control y representan la media + SEM de 3 experimentos. * < p 0,05 respecto al
control, Student #-test.

Para esta etapa se demostrd que el extracto obtenido de 7. testudinum es capaz de modular in
vitro enzimas de Fase I y II del metabolismo, responsables de la bioactivaciéon de numerosos
compuestos extranos en el organismo. Se destaca su capacidad de inhibicion de la actividad de
los citocromos 1A, 3A y 2E y de inductor de la actividad de la UDP-glucoronil transferasa, por la
importancia que ello pudiera tener para modificar la bioactivacién a nivel hepatica de mutadgenos

y carcindgenos humanos.

Asi mismo se pudo comprobar que el extracto obtenido de U. fasciata inhibe la actividad del
CYP1Al, enzima responsable de la bioactivacion de diferentes agentes mutagénicos en el

organismo.

Evaluacion de los efectos sobre la funcion de la glicoproteina P (Pgp)

A pesar de los logros alcanzados en el tratamiento de las enfermedades malignas, la resistencia a

los farmacos empleados en la terapéutica del cancer constituye hoy dia un gran obstaculo para
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alcanzar la curacién de un nimero significativo de pacientes. Estudios realizados a la fecha han
identificado varios genes, proteinas y vias metabolicas implicados en este fendémeno. Hasta el
momento, el més estudiado es el gen MDR1 (del inglés multi drug resistence gene) y su
producto, la glicoproteina P (43). La glicoproteina P (Pgp) es una proteina de membrana que
pertenece a la familia de transportadores ABC. Esta familia estd constituida por proteinas de
eflujo dependientes de la energia del ATP, (del inglés, ATP-binding cassette) y actian en las
células como bombas extractoras de compuestos endogenos y exdgenos a nivel celular a expensas
de energia, incluidos los farmacos entre los que sobresalen diferentes citostaticos. Ha sido
demostrado que esta proteina se encuentra expresada en diferentes tejidos tanto normales como
tumorales, donde es responsable de la aparicion de un fenotipo de resistencia simultdnea a
multiples farmacos antitumorales (44). La importancia clinica de este hecho ha llevado a
multiples estrategias para evitar o revertir los efectos de la resistencia a las drogas

antineoplasicas.

Han sido realizados numerosos estudios encaminados a la busqueda de compuestos que presenten
la capacidad de inhibir la funcién de la Pgp en células tumorales, lo que podria contribuir a
revertir la resistencia al tratamiento antitumoral en la practica clinica. Ademas, resulta de gran
importancia conocer como se modula este transportador en presencia de toxicos y carcindgenos.
En este sentido, han sido identificados diferentes productos naturales, entre los que se destacan
los polifenoles, como promisorios inhibidores tanto de la funcién como de la expresion de este

transportador a nivel de la membrana de diferentes estirpes celulares (45).

El estudio de los posibles efectos del extracto de 7. testidunum sobre la funcion/expresion de Pgp
mostro que el extracto es capaz de inhibir la funcion de este transportador de manera dependiente
de la concentracion en hepatocitos humanos (Figura 7), sin afectar significativamente la
expresion a nivel del gen MDR1 que codifica para la sintesis de Pgp. Este efecto fue corroborado

sobre células de origen tumoral: MCF-7 (tumor de mama) y CT26 (tumor de colon) (Figura 8).
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Figura 7. Efectos del extracto de T. testidunum y su componente TB sobre la funcion de la

glicoproteina P en hepatocitos humanos. Barras en negro representan 1h exposicion a los productos, Barras gris
representan 48 h exposicion. El incremento de la fluorescencia intracelular se presenta como porcentaje del control (celulas no
expuestas, 100% viabilidad) y es inversamente proporcional a la actividad del sistema.
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Figura 8. Efectos del extracto de T. testidunum sobre la funcion de la glicoproteina P en

células tumorales (MCF-7 y CT26). A) células de tumor de mama MCF-7, B) células de tumor de colon CT26. El
incremento de la fluorescencia intracelular se presenta como porcentaje del control (células no expuestas, 100% viabilidad) y es
inversamente proporcional a la actividad del sistema. Se emple6 el verapamilo, sustrato e inhibidor de la proteina como control
interno del experimento.

Evaluacion de los efectos sobre la funcion de la proteina transportadora BCRP/ABCG2

La proteina BCRP/ABCG2 es un transportador de membrana dependiente de ATP ampliamente
distribuida a nivel celular, encargada del transporte activo de sustratos de naturaleza variada. Este
transporte esta implicado en la proteccion de las células frente a la entrada de compuestos toxicos
y sus metabolitos, en la biodisponiblidad de farmacos, en el transporte de hormonas y en el
fenomeno de multi-rresistencia a los fArmacos. Por estas razones, el conocimiento del espectro de
agentes que interaccionan con esta proteina resulta de gran interés en el control de la eliminacion
de un gran nimero de compuestos toxicos del organismo y en la mejora del manejo terapéutico

de enfermedades, entre las que se destaca el cancer.
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Han sido identificados estructuras con naturaleza polifenolica que interactuan con la proteina
BCRP, ya sea como sustratos, inhibidores o inductores (46). Asi, fue de interés como parte de la
caracterizacion de las potencialidades bioactivas del extracto de 7. festudinum estudiar su posible
interaccion con este transportador, para determinar si el extracto es sustrato y/o inhibidor de
BCRP, empleando para ello diferentes ensayos en las células MDCK y en sus subclones
transducidos con BCRP de humana (HBCRP) y berp de raton (Berpl). Primeramente, se
investigaron los efecto citotoxicos del extracto sobre estas células (Ensayo del MTT).
Seguidamente, se estudié la interaccion del producto con el trasportador en presencia o no de un

sustrato especifico de BCRP, la mitoxantrona, y de un inhibidor de sistema Ko143.
Cultivo celular

Las células se cultivaron en DMEM con glutamato y suplementado con penicilina (50 U/mL),
estreptomicina (50 pg/mL), y 10% (v/v) de suero bovino fetal a 37°C en presencia de CO; al 5%.

Las células se sub-cultivaron mediante tripsinizacion cada tres o cuatro dias.
Ensayos de citotoxicidad

Las células se sembraron a una densidad de 8.000-10.000 células/pozo y se incubaron 24 horas.
Después, fueron lavadas e incubadas durante 24 horas a 37°C con las diferentes concentraciones
del extracto (10-1000 pg/mL). Ademads, se realizaron incubaciones que también contenian el

inhibidor especifico de BCRP, Ko143 (1uM).

Concluido el periodo de incubacion se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de
MTT. Este ensayo fue realizado segin Mosmann (47). Las células fueron cargadas con el MTT
durante 3 h. Seguidamente, se determind la cantidad de MTT reducido solubilizando las células
con 150uL de DMSO/pozo. Se leyeron las placas a 550 nm en un lector de Elisa (SUMA). La
DO se tomo6 como indice de la cantidad de formazan formado a partir de la reduccion del MTT.
El porcentaje de viabilidad celular se calculdé mediante la siguiente formula: viabilidad (%) =
(DO tratados/DO control) x 100. La concentracion inhibitoria media (Clso) fue calculada para

cada linea a partir de las curvas de dosis-respuesta.

Ensayos de interaccion

Las células fueron sembradas a 15 000 cel/mL hasta sub-confluencia. Después, las células se pre-
incubaron durante 1 hora a 37°C, en presencia Unicamente el inhibidor Ko143 (1uM) o de la

sustancia en estudio como posible inhibidor a diferentes concentraciones. A continuacion, se

anadid mitoxantrona, sustrato de BCRP, dejando incubar 1 hora mas. Posteriormente, fueron
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lavadas y tripsinizadas. Las células se recogieron, se centrifugaron a 1000 r/min. a 4°C durante 5
min. A continuacidon, se determind la acumulacion de mitoxantrona por citometria de flujo
(excitacion 448 nm, emision y 650nm). Se estimo la fluorescencia correspondiente segun Pavek
et al. (48). Los resultados se presentaron como porcentajes de viabilidad celular en relacion a los

controles expuestos a la mitoxantrona.

Los resultados muestran el porcentaje de viabilidad en los diferentes tipos de células MDCK, tras
la incubacién con diferentes concentraciones de 7. testudinum (Figura 9). Como se observa se
evidenciaron diferencias en el grado de toxicidad inducido por el extracto sobre estas lineas

celulares (Figura 9A).

Por otro lado, el analisis diferencial de la citotoxicidad inducida entre las células MDCK-
Parentales y aquellas que sobre-expresan el transportador, fue utilizado para determinar si este
producto es sustrato de BCRP. Asi, una mayor sensibilidad a un compuesto por parte de las
células parentales que por las transfectadas con el transportador, puede deberse a que este sea un
sustrato de BCRP; de manera que la concentracion intracelular del compuesto en células que
sobre-expresan este transportador disminuye en comparacion con las parentales, demostrando su
resistencia al mismo. Las células transfectadas con BCRP de humana y en especial las
transfectadas con Berpl de raton mostraron viabilidad superior a la linea parental, manteniéndose
este efecto en el intervalo de concentraciones estudiadas. Para poder afirmar que este efecto se
debe a la expulsion del extracto fuera de la célula por el transportador BCRP y no a otro tipo de
transportador, se realizaron incubaciones con el extracto en presencia de un inhibidor especifico
de BCRP, el compuesto Ko143. Asi, si efectivamente es sustrato de BCRP, en presencia de
Ko143 la sensibilidad al mismo por parte de las células que sobre-expresaban el transportador
debe reducirse considerablemente su viabilidad, aproximandose a la de las células parentales.
Para analizar este efecto se compararon los valores ECso (concentracién de extracto que produce

un 50% de viabilidad).

De esta manera, al analizar el efecto de la inhibicion del transporte mediado por berpl (murino) y
por HBCRP (humana) en la incubacion con 7. testudinum, puede observarse que disminuye la
resistencia a este extracto en las células que sobre-expresan el transportador. Esto también se
observa al comparar los valores de ECso obtenidos, el valor de ECso tras la exposicion de las
células MDCK-bcrpl al extracto de 7. testudinum es de 1378 ug/mL y al inhibir este

transportador se reduce a 317,7 ug/mL, valor mas semejante al ECso de las células parentales. En
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cé¢lulas MDCK-HBCRP también se produce este efecto pasando de un valor de 741,6 ng/mL a
438.3 ng/mL. En base a esto, podemos afirmar que el extracto de 7. testudinum se comporta en
estas condiciones experimentales como sustrato de BCRP, especialmente de bcrpl, donde la

diferencia entre los valores ECs es significativamente mayor.
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Figura 9. Influencia del extracto de T. testudinum sobre la actividad el transportador BCRP en

células MCDK-II. PAR, células MCDK-II parenterales, berpl, células MCDK-II transfectadas con el transportador de
origen murino, HBCRP, células MCDK-II transfectadas con la proteina transportadora de origen humano. Barras en negro células
expuestas al extracto, barras en gris células expuestas al extracto en presencia de Ko143, inhibidor especifico de BCRP.

Por otro lado, en la Figura 10 se muestran los resultados de los efectos del extracto de 7.
testudinum sobre la acumulacion de la mitoxantrona, sustrato de BCRP. La retencion de la
mitoxantrona fue mucho mas baja en los subclones (MDCK-Berp y MDCK-BCRP) que en las
células parentales, lo que indica la habilidad de las células MDCK-Berp y MDCK-BCRP que
sobre-expresan BCRP para expulsar la mitoxantrona con respecto a las parentales. El extracto se
comportd como inhibidor de BCRP, lo que se evidencia ya se observd un significativo
incremento dependiente de la concentracion en la fluorescencia detectada, al exponer
conjuntamente el sustrato y el extracto de 7. testudinum en las células que sobre-expresan BCRP.
Esto podria atribuirse erroneamente a la acumulacion intracelular de mitoxantrona como
consecuencia de la inhibicion del transportador por el extracto. Sin embargo, al analizar la
fluorescencia inherente al extracto, se vio que presentaba auto-fluorescencia, por lo que los
valores obtenidos no pueden relacionarse directamente con la concentracion intracelular de
mitoxantrona, ni utilizarse como medida de inhibiciéon de BCRP. Sin embargo, si es posible hacer
uso de esta propiedad del extracto de 7. testudinum para comprobar su actividad como sustrato de

BCRP en estas condiciones experimentales.
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Para estudiar la posible inhibicion de BCRP por este producto, las células se incubaron durante 1
h en presencia del extracto y de un inhibidor del sistema, Ko143. Los resultados obtenidos
demostraron que el extracto fue capaz de actuar como inhibidor de la funcién de este
transportador, resultando mas sensibles las células transfectadas con la proteina de origen

humano.
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Figura 10. Efectos del extracto T. testudinum sobre la toxicidad de la mitoxantrona (MTX) en

células MDCKII (Ensayo del MTT). Porcentaje de viabilidad de células MDCKII parenterales y transducidas Berpl
(murina) y BCRP (humana) frente a mitoxantrona (10 uM) en presencia y ausencia del inhibidor de BCRP, Ko143 (1 uM). Se
presentan medias + S.D. de 3 experimentos independientes.

Para esta tarea se concluye que el extracto 7. festudinum es sustrato e inhibidor de la proteina
transportadora de xenobidticos BCRP en células MDCK, lo que es importante considerar como
una potencial aplicacion clinica en la modulacion del comportamiento cinético de fArmacos que

se eliminen a través de este sistema de transporte.

5. Evaluacion del potencial citotéxico de los extractos
Como hemos referido anteriormente, en las ultimas décadas los organismos marinos han sido

reconocidos como una fuente de obtencién de novedosas estructuras con amplias potencialidades
farmacologicas dentro de las que encuentran las antioxidantes, anti-proliferativas, citotoxicas y
antiinflamatorias. Propiedades estas que en numerosas ocasiones han sido identificadas y
descritas en una misma entidad, lo que no resultaria alarmante si se toma en consideracion la
estrecha relacion que ha sido reconocida entre los procesos de estrés oxidativo, inflamacion y el

desarrollo tumoral.

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad que poseen ciertos compuestos de
producir una alteracién de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que puede ser
detectado (49). Para la cuantificacion de la citotoxicidad es necesaria la implementacion de
diferentes tipos de ensayos que se encuentran descritos empleando diversos métodos y estrategias
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para realizarlos. Entre los métodos para cuantificar la citotoxicidad de un compuesto se cuenta
con los que miden actividad metaboélica celular y los que se basan en el principio de exclusion
celular. Estos métodos para determinar la citotoxicidad de un compuesto incluyen: a) contacto de
células vivas en medio de cultivo y expuestas a cantidades conocidas de los compuestos a ser
analizados; b) incubacion de las células en diferentes intervalos de tiempos; ¢) un colorante que
tenga un estado oxidado, un agente transferidor de electrones, un sustrato para la enzima
citoplasmatica, un cofactor para la enzima citoplasmatica; d) la enzima citoplasmatica liberada de

las células muertas a través de la cual se determina la citotoxicidad del compuesto a analizar (49).

De tal forma, como parte de los objetivos de este proyecto, entre las primeras tareas que se
acometieron se decidi6 estudiar los posibles efectos citotoxicos y anti-proliferativos de los
extractos seleccionados en una bateria de células que se encuentran entre las recomendadas para
la realizacion de estos ensayos. Para ello, dichos efectos fueron evaluados en un panel de lineas
celulares de origen tumoral y no tumoral, y utiliz6 como primera medida de la viabilidad celular

el ensayo de reduccion del MTT.
Mantenimiento y procedimiento para la obtencion de los cultivos celulares.

Las lineas celulares derivadas de tumor (Hep G2, PC12, CT26, 4T1, SW80, Hela, MDA-MB231,
MCF-7, RKO, neuroblastoma humano) y las lineas celulares no-tumorigenicas (Vero, 3T3, J774,
C9, BHK?2) utilizadas en el estudio se adquirieron originalmente de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC). Fueron donadas por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) y el
Centro de Investigacion y Desarrollo de los Medicamentos (CIDEM) en el caso de los estudios
realizados en Cuba. En los estudios realizados en el extranjero fueron procedentes de los bancos
de células establecidos en los diferentes laboratorios de los centros colaboradores (Unidad de
Hepatologia Experimental, Hospital La Fe, Espafa, Departamento de Toxicologia y Medicina
Gendmica, UNAM, México, Departamento de Farmacologia, Universidad Minas Gerais y el

Departamento de Ciencias Biomédicas, Universidad de Amberes, Bélgica.

Ademas, fueron evaluados los efectos en cultivos primarios preparados a partir de diferentes
tejidos: hepatocitos de ratas y humanos, neuronas de ratas y linfocitos de sangre periférica de

origen humano.

En todos los casos, las células fueron cultivadas en frascos de 75 cm?® con medio DMEM,

suplementado con glutamina 2 mmol/L, antibidtico y suero bovino fetal al 10 %. Después de
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recuperadas de la tripsina, se sembraron en placas a razon de 4-10* células/pozo y se incubaron

toda la noche a 37°C en atmosfera humeda.
Ensayo de citotoxicidad

Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de los productos (1-1000 pg/mL)
durante 48 h. En todos los casos los extractos fueron disueltos en el medio de cultivo. Células
solo expuestas al medio de crecimiento fueron utilizadas como control negativo del experimento.
Al finalizar el periodo de exposicion, se determind la viabilidad celular de cada cultivo mediante

el ensayo de MTT (47).
Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el programa GraphPadPrism, version 5. Los valores
fueron expresados como las medias + desviacion estandar de las medias (DE). En todos los casos
se procesaron resultados de al menos tres cultivos, considerando al menos cinco
repeticiones/tratamiento. Para comparar las medias de los datos obtenidos se realizo un analisis
de varianza (ANOVA) de clasificacion simple. Cuando se obtuvieron diferencias intra-grupos
experimentales, de acuerdo al ANOVA, se aplico la prueba de Tukey a posteriori. Valores

probabilisticos *p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

La exposicion de las células a los diferentes extractos en estudio durante 48h de exposicion
evidencio diferencias en la viabilidad celular de un producto a otro y su vez entre las diferentes
estirpes celulares empleadas en el estudio. A partir de los resultados obtenidos en todos los casos,
se determind la concentracion de cada extracto que es capaz de inhibir el 50% del efecto maximo
del crecimiento celular (ICso). En la Tabla 1 se presentan los valores de ICso calculados a partir
de los datos de viabilidad celular después de 48h de exposicion a diferentes concentraciones de
los productos evaluados en el panel de lineas celulares tumorales y no tumorales empleado en el
estudio. Como ya hemos planteado, la exposicion de las células a los extractos no siempre
conllevo que se produjera una disminucion de la viabilidad celular, por lo que la ICso en algunos
casos no pudo ser calculada. El extracto obtenido de 7. testudinum fue el tinico producto que fue
capaz de modular la viabilidad celular, el resto de los productos evaluados no produjeron cambios
significativos en el crecimiento celular en ninguno de los ensayos realizados. 7. testudinum
provocd una disminucion de la viabilidad de las células tumorales, sin afectar practicamente la

viabilidad de las células de origen no tumoral evaluadas (Tabla 3).
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Tabla 3. Descripcion del origen, tumorigenicidad y sensibilidad de extractos obtenidos de

fuentes marinas sobre diferentes tipos celulares. (Se presentan los resultados en valores de ICso, en pg/mL).

Tipo celular
Hepatocitos

Hepatocitos
C9
Linfocitos
Neuronas

VERO
3T3

J774
BHK-2
HepG 2

PC12
Neuroblastoma
CT26

SW80

HELA

MCEF-7
MDA-MB231
4T1

RKO

ICso, representa la concentracion que inhibe la viabilidad del 50% de la poblacion celular.

Origen
RATA

HUMANO
RATA
HUMANO
RATAS
RINON
MONO VERDE
FIBROBLASTOS
RATON
MACROFAGOS
HUMANO
RINON
HEPATOMA
HUMANO
GLIA
HUMANO
HUMANO
CARCINOMA
COLON MURINO
CARCINOMA
COLON
HUMANO
CARCINOMA
CERVIX
HUMANO
TUMOR MAMA
HUMANO
TUMOR MAMA
HUMANO
TUMOR MAMA
MURINO
CARCINOMA
COLON

Tumorigenicidad

No tumoral

No tumoral
No tumoral
No tumoral
No tumoral
No tumoral

No tumoral
No tumoral

No tumoral
Tumoral

Tumoral

Tumoral
Tumoral

Tumoral

Tumoral

Tumoral
Tumoral
Tumoral

Tumoral

Tiempo de exposicion a las sustancias de prueba 48 h.

T. testudinum
> 1000

> 1000
> 1000
> 1000
> 1000
> 1000

> 1000

> 1000

> 1000
185

135

156
502

67

267

626

500

129

234

S. fluitans
689

> 1000
> 1000
> 1000
889
> 1000

685
> 1000

> 1000
625

756

> 1000
> 1000

ND

> 1000

ND
ND
> 1000

> 1000

D. pinnatifida
> 1000

> 1000
> 1000
> 1000
> 1000
> 1000

> 1000
ND

> 1000
> 1000

ND

> 1000
> 1000

ND

> 1000

ND
ND
> 1000

> 1000

S. filiforme
> 1000

982
> 1000
> 1000
> 1000
> 1000

767
ND

> 1000
> 1000

878

> 1000
> 1000

ND

> 1000

ND
ND
> 1000

> 1000

U. fasciata
> 1000

> 1000
> 1000
899
> 1000
903

> 1000
> 1000

> 1000
> 1000

789

> 1000
> 1000

> 1000

> 1000

> 1000
> 1000
> 1000

> 1000

Estos resultados mostraron que el extracto de 7. festudinum no afecta la viabilidad de células

normales mientras que induce de manera dependiente de la concentracion inhibicion de la

viabilidad de diferentes células tumorales en nuestras condiciones de ensayo. Sin embargo los

extractos obtenidos de las especies S. fluitans U. fasciata, D. pinnatifida y S. filiforme no son

citotoxicos bajo nuestras condiciones de ensayo. A partir de los estos hallazgos se decidid evaluar

los posibles efectos antitumorales del extracto de 7. testudinum y de sus componentes, asi como

profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en dichos efectos.
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6. Estudios de los efectos antitumorales in vitro del extracto de 7. testudinum y de sus
componentes, contribucion al conocimiento acerca de los mecanismos moleculares
implicados

Efectos de T. testudinum sobre la proliferacion celular (Ensayo de MTT)

Los resultados previamente observados (Tabla 3) fueron corroborados cuando se evaluaron los
efectos del extracto de 7. testudinum en diferentes células hepaticas (hepatoma humano HepG2 y
células de origen no tumoral como hepatocitos humanos, hepatocitos ratas, cultivo primario y
células en cultivo), asi como en células tumorales de origen neuronal (PC12 y neuroblastoma
humano) y células normales obtenidas de neuronas aisladas de ratas (Figura 11). A pesar de que
ha sido cuestionado en la literatura si la inhibicion de manera diferencial el crecimiento en células
tumorales y no tumorales resulta un criterio adecuado a tomar en cuenta como indice de
selectividad en la evaluacion del potencial antitumoral de un nuevo producto (50). Los hallazgos
observados por nosotros que demuestran que el extracto induce efectos diferentes sobre la
viabilidad de las células tumorales con respecto a las no tumorales resultaron de interés. En este

sentido fueron desarrollados otros estudios.

La incubacion de células tumorales (HepG2, PC12 y neuroblastoma humano) con el producto
mostréo que el efecto antiproliferativo del extracto se encuentra a partir de concentraciones
superiores a 200 pg/mL (Figura 11). En el caso de las células normales (hepatocitos y neuronas
en cultivo) se evidencid que se requieren concentraciones superiores del extracto para inhibir el

50% de la proliferacion celular (Clso media por encima de 500 pg/mL).

La diferencias en la respuesta celular a la exposicion del extracto se observaron mas evidentes en
las células de origen neuronal que en las células hepaticas, lo que pudiera estar relacionado al
hecho de que el higado es el principal organo encargado de la biotransformacion de los
compuestos exogenos en el organismo, y aunque hoy dia se conoce que las neuronas también son
capaces de metabolizar, ello sucede en mucha menor medida. En este sentido, el metabolismo
hepatico pudiera jugar un papel importante en la transformacion de los metabolitos presentes en
el extracto, con una repercusion sobre sus efectos biologicos, por lo que estas evidencias deben

ser tomadas en consideracion para estudios futuros.
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Figura 11. Efectos sobre la proliferacion celular del extracto de T. testidunum tras la
incubacion de las células hepaticas (A) y neuronales (B) con el extracto durante 48h (Ensayo

de MT T). La figura permite observar las diferencias en la viabilidad celular de las difrentes estirpes celulares expuestas a
concentraciones entre 1-1000 L del extracto.

El extracto de T. testidunum no modifica la proliferacion celular de células de origen no tumoral,
mientras que es capaz de inducir una significativa inhibicion dependiente de la concentracion de

este proceso en células de origen tumoral bajo nuestras condicones de ensayo.

Efectos del extracto de T. testudinum sobre la proliferacion celular (Ensayo de captacion de rojo

neutro)

Ha sido recomendado durante el tamizaje de citotoxicidad de un nuevo producto que se emplee
mas de un ensayo para evaluar su potencial toxico (50). Esto reviste mayor interés si para
predecir el potencial citotoxico de productos con propiedades antioxidantes se utiliza el ensayo
del MTT. En dicho ensayo, que utiliza como criterio de viabilidad celular la capacidad energética
de la mitocondria, organelo muy involucrado en los procesos de estrés oxidativo, lo que podria
llevar a que aparezcan falsos positivos cuando se evalian compuestos antioxidantes (47).
Teniendo en cuenta estos hechos, en el presente trabajo se evalud el potencial de toxicidad del

extracto empleando el ensayo de captacion del rojo neutro.

Los resultados obtenidos en el ensayo de capatacion del Rojo Neutro permitieron corroborar los

efectos observados con anterioridad en el ensayo del MTT.
Cultivo celular

Las células fueron cultivadas (hepatocitos, HepG2, neuronas y PC12) y sembradas placas a razéon

de 2-10* células/pozo y se incubaron toda la noche a 37°C en atmoésfera hiimeda.

Ensayo de captacion del rojo neutro
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A las 24 h de sembradas, las células fueron expuestas a los compuestos de ensayo. Las células
fueron expuestas a concentraciones de 10, 100, 500 y 1 000 pg/mL del extracto durante 48 h. Al
finalizar fueron cargadas con el colorante. Por ultimo, se liberd al medio la cantidad de rojo
neutro que permaneci6 en las células viables, empleando 4cido acético 1%, etanol 50% y H>O 49
%. La densidad optica (DO) fue leida a 540 nm en un lector de placas ELISA (SUMA). En todos
los casos, la DO obtenida se tom6 como indice de la cantidad de rojo neutro captado por las

células vivas.
Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa GraphPadPrism, version 5. En la
determinacion de la normalidad de los datos se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Después de demostrar la normalidad en la distribucion de la viabilidad celular, se realizé una
Prueba t-test y la prueba de Mann Whitney a posteriori. En todos los casos se procesaron

resultados al menos dos cultivos, considerando seis repeticiones/tratamiento.

El rojo neutro es un colorante cationico débil que penetra a las células a través de las membranas
por difusién pasiva y es almacenado en los lisosomas. En este caso independientemente de su
mecanismo de accion, si el compuesto que se evalia interfiere en el proceso de division y
multiplicacion celular, se reducird el nimero de células del cultivo lo que podra ser detectado al
cuantificar la cantidad del colorante retenido por las células vivas (51). Los resultados obtenidos
permitieron corroborar los efectos observados en el ensayo del MTT (Figura 12). Fueron
corroborados los efectos antiproliferativos del extracto de 7. testudinum en diferentes células
(hepatoma humano HepG2, PC12 y hepatocitos de ratas y neuronas en cultivo), sugiriendo que el
extracto induce diferentes grados de toxicidad de una célula a otra, lo que resulta mas marcado en

las células tumorales.
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Figura 12. Efectos sobre la proliferacion celular del extracto de T. testidunum en diferentes

células (Ensayo de Captacion del Rojo neutro). Las células fueron expuestas a a concentraciones entre 1-1000
pg/mL del extracto durante 48h. Concluido el periodo de incubacion se determind la viabilidad celular a traves de la
determinacion de rojo neutro presente en las células viables. La figura permite observar las diferencias en la viabilidad celular de
las diferentes estirpes celulares (Hepatocitos y neuronas de rata en cultivo, HepG2 y PC12).

El extracto de T. testudinum provoca una disminucién de la viabilidad celular superior en
celulares tumorales que en células normales, determinado en el ensayo de captacion de rojo

neutro.

Efectos de T. testudinum y TB sobre la viabilidad celular en células SW480 en cultivo mediante
el ensayo de xCELLigence

El Ensayo de xCELLigence es un método que evalua la viabilidad celular debido a la exposicion
a concentraciones de un producto a través de la medicion de la respuesta dinamica de las células.
Es un ensayo sensible y novedoso. Se calcula un indice celular como medida de la impedancia
eléctrica en el cultivo. Este indice es proporcional al nimero de células vivas, células adheridas
en el fondo del pozo (52). Este estudio fue utilizado como otro criterio de evaluacion de los
efectos antiproliferativos del extracto de 7. festudinum y su componente mayoritario. Para ello,
fue seleccionada la linea celular humana de cancer de colon SW480, que resulté ser de las células

mas sensibles al efecto del extracto (Tabla 3).
Cultivo celular

Las células derivadas de cancer de colon SW480 se adquirieron originalmente a partir de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). Para el cultivo celular se emple6 DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 10%, glutamina 2% y penicilina/estreptomicina al 1%.

Las células fueron mantenidas a 37°C y 5% de COz. Después de recuperadas de la tripsina, se
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sembraron en placas a razon de 1-10* células/pozo en el ensayo 24 h de exposicion y 0,5-10*

células/pozo para 72 h y se incubaron toda la noche a 37°C en atmosfera himeda.
Ensayo de xCELLigence

El ensayo fue realizado utilizando un sistema sensor electronico celular en tiempo real,
xCELLigence-RTCA (Roche Applied Science, o RT-CES) seglin describen Abassi y cols. (52).
Se evalu¢ la actividad antiproliferativa del extracto de 7. testudinum (50, 100 y 200 pg/mL) y de
la TB (20 pg/mL) en estas condiciones experimentales. En placa-E de 16 pozos con un
microelectrodo incrustado se sembraron 4000 células/pozo, las cuales se dejaron adherir durante
las primeras 18 horas, luego se adicionaron los productos a las diferentes concentraciones a
evaluar. Se midieron las variaciones en la impedancia eléctrica en las células mediante micro-
electrodos interdigitales integrados al fondo de los pocillos de la placa. Para ello, se tomaron

mediciones de impedancia cada 5 minutos durante un tiempo total de 72 horas.
Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa GraphPadPrism, version 5. En la
determinacion de la normalidad de los datos se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Después de demostrar la normalidad en la distribucién de la viabilidad celular, se realizd una
Prueba t-test y la prueba de Mann Whitney a posteriori. En todos los casos se procesaron

resultados al menos tres cultivos, considerando seis repeticiones/tratamiento.

En la Figura 13 se presentan los valores obtenidos de las mediciones realizadas a lo largo de 96
horas de cultivo. A las 24 horas después de la siembra de las células se adicionaron las diferentes
concentraciones de ambos productos. Los resultados mas significativos son los que reflejan los
cambios acontecidos durante las 72 horas después del tratamiento con el extracto y la TB, antes
de que las células alcanzaran la confluencia y saturaran los pocillos de cultivo. La curva superior
(roja) refleja el comportamiento de la proliferacion celular en células no tratadas (control). Se
puede apreciar como concentraciones de 100 y 200 pg/mL del extracto (curva en verde y azul
oscuro), inhiben totalmente la proliferacion celular. Resulta interesante que las concentraciones
de TB proporcionales a las que encuentran en el extracto a las concentraciones de 100 y 200
ug/mL no inhibieron el indice celular, lo que sugiere otros componentes presentes en la mezcla
deben ser los responsables del efecto anti-proliferativo observado, si bien no se debe descartar la

hipotesis de que el sinergismo a nivel celular que se puede estar estableciendo entre los diferentes
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componentes de la mezcla, incluida TB, sea el responsable de la inhibicién de la proliferacion

celular.
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Figura 13. Evaluacion de los efectos anti-proliferativos del extracto de T. testudinum y TB en

células de cancer de colon SW480. Imagen representativa de la proliferacion celular del extracto de 7. testudinum y
TB en células SW480 mediante el empleo del método de xCELLigence. Los valores se muestran como indice de viabilidad
celular. La adicion de los tratamientos se realizé 24 horas después de sembradas las células. Las células fueron expuestas a los
productos durante 72 h.

El extracto de 7. testudinum presenta efectos antiproliferativos en células de cancer de colon
SW480, medido en el ensayo xCELLigence. Se corrobor6é que TB no afecta la viabilidad celular

en nuestras condiciones de ensayo.

Efectos de T. testudinum y TB sobre la muerte celular en células tumorales humanas de origen
hepatico Hep G2

En este caso, la potencial de toxicidad del extracto de T. testudinum y de TB se evalué empleando
una plataforma de analisis de alto contenido (del inglés HCS, high content screening) en células
tumorales humanas de origen hepatico. Este es un sistema automatico de microscopia de
fluorescencia que combina el uso de formatos miniaturiazados para determinar los efectos de los
productos sobre marcadores de dafio celular. Es es una novedosa metodologia que proporciona
informacion de alta complejidad y que resulta muy sensible para la medicion del dafio a nivel de

células vivas (53).

Disefo experimental
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El estudio se realizé en las células HepG2, hepatoma humano, y ademas, muestran capacidad
metabolizadora. Para ello, se expusieron las células a diferentes concentraciones del extracto (10-
1000 pg/mL) y de TB (1-50 pg/mL) durante 24 h de exposicion. Seguidamente, las células se
incubaron con diferentes sondas fluorescentes que permitieron evaluar los efectos del extracto
sobre la vibilidad celular a través de la medicion de los diferentes marcadores de dafio celular.
Concluido el periodo de exposicion, las células se incubaron durante 30 min con la combinacion
de sondas fluorescentes que permitieron medir: cambios en la concentracion de calcio intracelular
(Fluo4 AM), peroxidacion lipidica (BODIPY 665), contenido de DNA y células apoptoticas
(Hoechst 33342) y viabilidad celular (yoduro de propidio). Al finalizar, las células fueron lavadas

y se analizaron en el sistema de analisis de alto contenido Scan”R (Olympus).

En la Figura 14 se presentan los resultados obtenidos en esta prueba tras incubar las células de
hepatoma humano HepG2 con las diferentes concentraciones del extracto y la TB durante 24 h.
El ensayo permiti6 medir cuatro marcadores de dafio celular bajo las mismas condiciones
experimentales. Fueron determinados los efectos de estos productos sobre la viabilidad celular,
los cambios en la concentracién de calcio intracelular, la produccién de radicales libres y el
contenido de DNA y células apoptdticas. Como era esperado, la incubacion con el extracto de 7.
testudinum provoco una disminucion de la viabilidad celular dependiente de la concentracion,
mientras que TB, que se evalud en el rango de concentraciones en el que se encuentra esta
flavona en las concentraciones probadas del extracto en el ensayo, no provocé dafos toxicos a las

células.

La realizacion de este ensayo permitid aportar nuevas evidencias acerca de los mecanismos que
se encuentran involucrados en los efectos toxicos descritos para el extracto. Como se aprecia en
la Figura 14, en la medida que disminuyd la viabilidad celular en las células expuestas a T.
testudinum se incrementd la concentracion intracelular de Ca®*, la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y los dafios a nivel nuclear. Estos resultados nos permiten sugerir
que en este modelo celular el extracto de T. festudinum por encima de 100 pg/mL se comporta
como un producto oxidante que induce cambios en la concentracion intracelular de Ca’,
provocando dafios consecuentes a nivel de la membrana nuclear. Fue corroborado que la TB no
es capaz de provocar dafios sobre el comportamiento de estos parametros en las células, lo que
nos hace pensar que este componente del extracto por si solo no es el responsable de los efectos

toxicos inducidos por 7. testudinum.
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Figura 14. Evaluacion de los efectos citotoxicos del extracto de T. testudinum y TB en células

de hepatoma HepG?2 (Ensayo multiparamétrico). Las células se incubaron con diferentes concentraciones del
extracto 7. testudinum (10-1000 pg/mL) y la TB (1-50 pg/mL) durante 24 h. Concluido este periodo, se incubaron durante 30min
con la sondas fluorescentes para determinar: concentracion de calcio intracelular (Fluo4 AM), produccion de radicales libres
(DCF), potencial de membrana mitocondrial (TMRM), contenido de DNA y células apoptodticas (Hoechst 33342) y viabilidad
celular (yoduro de propidio). Se presentan los resultados como porcentaje con respecto a las células controles (medio de cultivo)
media + SEM de tres cultivos con tres repeticiones cada uno.

El extracto obtenido de 7. festudinum (100-1000 pg/mL) induce pérdida de la viabilidad celular,
asociado a un incremento de las concentraciones de Ca’’ intracelular, de la produccion de
especies reactivas del oxigeno y dafio de la membrana nuclear después de 24 h de exposicion en
cé¢lulas HepG2. Ademéas en estas condiciones experimentales se demostro que TB no es un

compuesto citotoxico.

Evaluacion de los efectos del extracto de T. testudinum sobre genes involucrados en el desarrollo

y progresion tumoral

Con el objetivo de conocer acerca de los mecanismos involucrados en los efectos antitumorales
del extracto de T. testudinum se realizaron experimentos que permitieron estudiar sus efectos
sobre la expresion de genes que codifican para dianas moleculares implicadas en el desarrollo y
progresion tumoral. Para el estudio, a partir de los resultados observados en los ensayos de
citotoxicidad se seleccionaron dos lineas celulares (SW480 cancer de colon y MCF-7, cancer de
mama). A continuacion se presentan los principales resultados obtenidos que forman parte de la

fase experimental de una tesis de doctorado que se encuentra prevista su discusion en 2016.
Cultivo celular

Las células derivadas de cancer de colon (SW480) y de cancer de mama (MCF-7) se adquirieron

originalmente a partir de la ATCC y se cultivaron en DMEM suplementado. Las células fueron
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mantenidas a 37°C y 5% de COz. Después de recuperadas de la tripsina, se sembraron a razon de

1x10* células/pozo y se incubaron toda la noche a 37°C en atmésfera humeda.

Efectos del extracto de T. testudinum sobre la expresion de genes en células de cancer de colon y

mama a través del ensayo de microarreglos de oligonucleo6tidos

Las células fueron expuestas durante 8 horas a la concentracion de 200 pg/mL del extracto de T.
testudinum. Concluido este periodo, se aislo el ARN total utilizando un kit comercial AllPrep
DNA/RNA/Protein (Quiagen, EUA). Seguidamente, se amplificaron 500 ng de ARN total
mediante el empleo de un kit de amplificacion Illumina Total Prep RNA (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). El ARN amplificado fue procesado hasta su hibridacion. Al finalizar este
proceso, las laminas fueron lavadas y se cuantificaron las sefiales en un lector de microarreglos
Iscan Illumina. El andlisis de los genes expresados se realiz6 utilizando el paquete de programas
"BeadArray" (v2.8.1) (54). Los valores de significacion estadistica p fueron corregidos para
multiples pruebas de hipotesis, y fueron ajustados (adjpval), utilizando el método de Benjamin y

Hochberg (55).

Ademas, se emplearon herramientas bioinformaticas implementadas en el programa Ingenuity
Pathway Analysis (IPA, Pathway Knowledge Base (Ingenuity® Systems, CA, EE.UU.) para la
identificacion de los genes que se expresaron diferencialmente. Segun lo que propone Lin y cols.,
(56) se seleccionaron los genes cuyos valores de expresion variaban en 1,5 veces (JFC|>=1,5) con
respecto al control y presentaron valores de p ajustados por el método de Benjamini y Hochberg
(adjpval<0,05). Se utiliz6 la prueba exacta de Fischer para determinar la probabilidad de cada gen

de ser modulado significativamente con respecto a las células no tratadas.

Los efectos de T. testudinum (200pg/mL) sobre la expresion de los genes fueron estudiados en
células SW80, que resultaron ser las mas sensibles al extracto en el ensayo de viabilidad celular
(Tabla 3). Los resultados obtenidos permitieron identificar méas de 1000 genes cuya expresion fue
modulada por el extracto en nuestras condiciones experimentacion, segun los criterios de

identificacion utilizados.

Seguidamente, para realizé la anotacion funcional de los genes mediante el uso del programa
IPA, lo que permiti6 obtener informacion acerca de los procesos biologicos asociados a los genes
que fueron modulados con el tratamiento. El andlisis bioinformatico de los datos experimentales
reveld que el mayor porcentaje de genes modulados estd asociado con procesos de movimiento,

crecimiento y proliferacion celular, entre otros (Figura 15).
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Figura 15. Ildentificacion de genes que se expresaron diferencialmente en células humanas de

cancer de colon SW480 tratadas con el extracto de T. testudinum. Las células fueron tratadas durante 8 h
con concentraciones de (200png/mL) del extracto. La clasificacion se realizd utilizando el programa IPA. La significacion
estadistica se estim6 de acuerdo al método implementado por Benjamini y Hochberg (adjpval<0,05). Los valores de p fueron
ajustados para multiples comparaciones por el método de Bonferroni (p<0,05).

Por otro lado, la Figura 16 muestra el analisis de los datos experimentales que se realiz6 tras el
tratamiento con el extracto de 7. festudinum en las células tumorales de mama (MCF-7). En este
caso, se identificé que el mayor numero de genes modulados por el extracto estaban asociados a
procesos como: la proliferacion (329 genes), la muerte (319 genes) y la supervivencia (262

genes) de la célula.
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Figura 16. Identificacion de genes que se expresaron diferencialmente en células humanas de

tumor de mama MCF-7 tratadas con el extracto de T. testudinum. Las células fueron tratadas durante 8 h
con concentraciones de (200pg/mL) del extracto. La clasificacion se realizo utilizando el programa IPA. La significacion
estadistica se estim6 de acuerdo al método implementado por Benjamini y Hochberg (adjpval<0,05). Los valores de p fueron
ajustados para multiples comparaciones por el método de Bonferroni (p<0,05).

Estos estudios permitieron sugerir que tanto en las células SW80 de carcinoma de colon como en
estas de tumor de mama, el extracto obtenido de 7. testudinum a concentraciones de 200pug/mL es
capaz de modular la expresion de vias y rutas de sefializacion involucrados en la progresion del

cancer.

El efecto antitumoral in vitro del extracto de 7. testudinum es mediado por la modulacion de
genes involucrados en procesos de proliferacion, muerte y supervivencia celular, asi como de
apoptosis y angiogénesis.

7. Evaluacion del efecto anti-angiogénico del extracto de 7. testudinum

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros pre-
existentes (57). Se trata de un proceso fisiologico natural que se pone en marcha en respuesta a la
demanda de nutrientes por parte de los tejidos en desarrollo, tanto en el embrién como en el
organismo adulto. Durante la angiogénesis, las células endoteliales, responsables de la formacion

de los nuevos vasos sanguineos, responden a sefiales quimicas procedentes de los tejidos en
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desarrollo, creando estructuras capilares que responderan a las nuevas necesidades de nutricion y

excrecion.

En el afio 1971, Folkman (58) propuso la hipotesis de que el crecimiento tumoral es dependiente
de este proceso. Actualmente se sabe que la angiogénesis juega un papel determinante en la
progresion tumoral, la invasion y la metastasis (59). Para que un tumor sélido pueda sobrepasar el
tamaio critico de 1-2 mm y comenzar a expandirse necesita de la formacion continua de nuevos

vasos que ayuden a mantener el crecimiento tumoral (60).

Las evidencias obtenidas acerca del potencial antitumoral in vitro del extracto de T. testudinum,
sugirieron la evaluacion de sus posibles efectos antiangiogénicos. Para ello, fueron realizados dos
modelos clasicos de angiogénesis tumoral. Asi, nos propusimos determinar in vitro el efecto del
extracto sobre la migracion de células endoteliales humanas. Seguidamente, se evaluaron los
efectos in vivo sobre el proceso de formacion de vasos sanguineos durante el desarrollo
embrionario en el modelo experimental de la membrana corioalantoidea de pollo. Los resultados
obtenidos en este trabajo forman parte de la fase experimental de una tesis de doctorado que se

encuentra prevista su discusion en 2016.

Evaluacion de los efectos anti-angiogénicos in vitro del extracto de T. testudinum. Ensayo de la

herida
Cultivo celular

La linea celular endotelial derivada de endotelio vascular transformada EA.hy926, se adquiri6
originalmente de la ATCC. Las células fuero en medio DMEM, suplementado con glutamina 2
mmol/l, antibidtico y suero bovino fetal al 10%. Después de recuperadas de la tripsina, se

sembraron a razén de 4-10° cel/pozo por 24 h y se incubaron a 37°C en atmoésfera himeda.

La migracion celular endotelial es un paso necesario de la angiogénesis (61). El modelo in vitro
del cierre de la herida es un ensayo que permite evaluar la actividad migratoria de las células
mediante la realizacion de una franja (“herida”) a lo largo de una monocapa de células en cultivo.
La migracion celular es cuantificada mediante el conteo del nimero de células que colonizan la

linea raspada en un periodo de tiempo determinado.

Las células se cultivaron hasta que alcanzaron la confluencia. Se realizaron lineas verticales en
cada pocillo raspando con la punta de una pipeta sobre la monocapa celular. Fueron expuestas a

dos concentraciones del extracto (100 y 200 pg/mL). Concluidas las 24 horas de tratamiento, se
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fijaron las células en metanol, se realizo una tincion con violeta cristal y se fotografiaron las areas
sobre las que se realizaron las heridas a tiempos cero y 24 h. La superficie libre de células se
cuantificéd mediante un analisis de imagen y se normalizd con respecto a sus respectivos valores a
tiempo cero. El porcentaje de cierre de la herida se calcul6 midiendo la brecha después de 24
horas de exposicion en relacion con las cero horas de tratamiento. Para el andlisis de imagen se

utiliz6 el programa Image J.

Como se muestra en las Figuras 17 y 18, la migracion de las células endoteliales hacia la zona de
la herida se incremento significativamente (##p <0,01) en el grupo tratado con bFGF, control de
induccién de angiogénesis respecto al grupo control. La exposicion de las células a
concentraciones de 100 y 200 pg/mL del extracto no conllevdé a que se observaran cambios
significativos de la migracion celular respecto al grupo control (cultivo expuesto a medio solo).
Mientras, que la evaluacion cuantitativa de la migracion muestra una reduccion significativa a
100 y 200 pg/mL del extracto en presencia del bFGF (***p <0,001; respecto al grupo bFGF)
después de 24 horas de tratamiento (Figura 18), lo que demuestra que el extracto de 7. testudinum
inhibid la migracion inducida por el factor recombinante bFGF en células endoteliales humanas

(EA.hy926) tras 24 h de exposicion, en el ensayo de la herida.

Tratamientos Control + bFGF (10 ng/mL)

Control
t=0 horas

bFGF (10 ng/mL)
t=24 horas

TTE-100 pg/mL
t=24 horas

TTE-200 pna/mL
t=24 horas

Figura 17. Inhibicion de la migracion de las células endoteliales humanas EA.hy926

estimuladas con bFGF. Fotografias de los efectos del tratamiento con el extracto de 7. testudinum (TTE) tras realizar la
herida en la monocapa endotelial. Se observa como el extracto provoca un retraso en la migracion celular estimulada con bFGF,
después de 24 horas de exposicion.
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Figura 18. Cuantificacion de cierre de la herida. Ensayo de la cicatrizacion de heridas de células endoteliales
humanas EA.hy926 estimuladas con bFGF y tratadas durante 24 horas con el extracto de 7. testudinum (TTE). El grafico
representa la media + la desviacion estandar (media + DE) del porcentaje de cierre de la herida con respecto a la herida original.
Los resultados son representativos de tres experimentos. ##p<0,01; ***p <0,001 diferencias estadisticamente significativas en
relacion al grupo control y tratado con bFGF, respectivamente.

Evaluacion de los efectos anti-angiogénicos in vivo del extracto de T. testudinum. Ensayo de la
membrana corioalantoidea de embriones de pollo (CAM assay)

La membrana corioalantoidea (CAM) del embrion de pollo aparece durante el desarrollo
embrionario como consecuencia de la fusion del alantoides con el corion y se acompafia de la
formacion de vasos sanguineos. La CAM es de fécil acceso a través de la cascara del huevo y es

un ensayo de gran utilidad para la evaluacion de los efectos antiangiogénicos de los compuestos.

Los huevos fertilizados se incubaron durante 3 dias a 37°C. El dia 4, se pincharon con una jeringa
y se extrajeron de 2-2,5 mL de albimina. De esta forma se consiguid la creacion de una falsa
camara de aire en el lateral del huevo. Se localizé la zona de crecimiento de la CAM. Los huevos
fueron devueltos a la incubadora hasta el dia 10. Seguidamente, se expusieron los huevos a las
concentraciones del extracto en discos ubicados sobre la membrana. Como control para la
estimulaciéon de la angiogénesis se probaron discos que contenian el factor humano de
crecimiento de fibroblastos (bFGF). En cada CAM, se colocaron dos discos, uno que contenia el
disco control y otro tratado. Los huevos se incubaron hasta el dia 14. Al finalizar, las CAM
fueron removidas, los discos se retiraron y se tomaron fotografias de la superficie de la CAM. El
indice vascular se midié segiin Attoub y cols, (62). Se contaron las intersecciones vasculares en
una cuadricula y se cuantificé el indice angiogénico = (t-c)/c, donde t representa el nimero de
intersecciones en la zona cubierta por el disco de prueba y ¢ el numero de intersecciones en la

zona cubierta por el disco control en un mismo huevo.

Analisis estadistico
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El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa Graphpad Prism 5. Los valores fueron
expresados como las medias + desviacion estandar (DS). Para comparar las medias de los datos
se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple. Cuando se obtuvieron
diferencias intra-grupos experimentales, se aplico la prueba de Mann Whitney a posteriori.
Valores probabilisticos *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 fueron considerados estadisticamente

significativos.

En este estudio se utilizd una variante del modelo de CAM, que conlleva la coordinacion e
integracion de respuestas multicelulares durante el desarrollo del embrion de pollo para
determinar el efecto del extracto sobre la angiogénesis in vivo. Tras 48 h de tratamiento, se
observaron las estructuras de los vasos sanguineos utilizando un microscopio anatémico. Como
se muestra en la Figura 19, se observo un patrén vascular normal con ramificaciones en el grupo
control, mientras que el tratamiento con el bFGF estimul6 la formacién de nuevos vasos en mas
de un 40%, estadisticamente diferente en comparacion con el control (medio DMEM libre de

Suero).

TTE (50 ng/disco) +
TTE (50 po/disco) bFGF (40 ngl/disco)

Figura 19. Ensayo in vivo del efecto antiangiogénico del extracto de T. testudinum sobre la

membrana corioalantoidea (CAM). Fotografias de la vascularizacion de los discos sobre la CAM. Se presenta una
muestra representativa de las membranas: tratadas con medio sin suero (control), tratadas con el extracto T. testudinum (TTE), con
bFGF (inductor angiogénesis) y en presencia de TTE+bFGF.

Por otro lado, en la Figura 20 se observa como el indice de angiogénesis con el tratamiento del
extracto (50 pg/disco) fue significativamente disminuido (**p<0,01; ##p<0,01), en comparacion

con el grupo control y el grupo bFGF los resultados indicaron que el extracto pudo suprimir in
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vivo tanto la angiogénesis basal de la CAM como la formacion de nuevos vasos sanguineos
inducidos por bFGF. Estos resultados constituyen las primeras evidencias experimentales acerca

del potencial anti-angiogénico del extracto de 7. testudinum.

80
60+
404
20

Tratamientos CAM
bFGF [discos)
Control

2 404 TE TTE + bFGF

Figura 20. Indices de angiogénesis de la CAM de huevos de pollo. El grifico representa la media + la
desviacion estandar (media = de) de los porcentajess del indice angiogénico ante la exposicion de la CAM a diferentes
condiciones experimentales (control, tratados con TTE, bFGF y TTE+bFGF) durante 48h. El test de Mann-Whitney fue empleado
para el analisis estadistico, **p<0,01, ##p<0,01 diferencias estadisticamente significativas respecto al indice de angiogénesis del
grupo control (discos tratados con medio libre de suero) y al grupo estimulado con bFGF (inductor angiogénesis),
respectivamente. En cada experimento 10 huevos fueron evaluados para cada condicion.

ndice de angiogénesis (%)

Los resultados mostraron que el extracto de 7. testudinum (100 y 200 pg/mL) inhibi6 in vitro la
migracion de células endoteliales humanas estimuladas con bFGF. Asi mismo el extracto de 7.
testudinum (50 pg/disco) inhibid in vivo tanto la angiogénesis basal de la membrana
corioalantoidea del huevo, asi como la formaciéon de nuevos vasos sanguineos inducidos por

bFGF.

8. Evaluacion del potencial antitumoral del extracto de 7. testudinum, la fraccion
enriquecida en polifenoles obtenida del extracto y de TB en un modelo de tumor primario
de carcinoma de colon CT26.WT en ratones

Los resultados obtenidos hasta el presente sugieren que el extracto de 7. testudinum presenta
actividad antitumoral. Sin embargo, a pesar de las evidencias obtenidas en los estudios in vitro
resultaba imprescindible corroborar dichos efectos en un modelo in vivo que permitiera evaluar el
efecto del extracto en el organismo como un todo. Se evaluaron los efectos antitumorales del
extracto en un modelo murino de tumor primario de carcinoma de colon. Por otro lado, sabido las
propiedades antitumorales y anticancerigenas que se le atribuyen a varios polifenoles naturales,
en este caso se decidio también evaluar los efectos de una fraccion rica en polifenoles extraida
del extracto de 7. testudinum y de la TB, como posibles responsables de dicho efecto. Con este
proposito se procedid a desarrollar un método de aislamiento y obtencion de dicha fraccion que

quedo establecido en el Departamento de Quimica de CEBIMAR.
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Asi, con el objetivo de evaluar el potencial antitumoral in vivo de estos productos se evaluaron
los efectos en un modelo experimental de induccion de tumor primario mediante la
administracion subcutdnea de células tumorales de carcinoma de colon (CT26) a ratones. A
continuacion se presentan los principales resultados obtenidos, este trabajo formo6 parte de la fase
experimental de una tesis de doctorado que se encuentra prevista su discusion en 2016. Este
estudio que se desarrolld en colaboracion con instituciones nacionales y extranjeras, permitio la
introduccion y estandarizaciéon de nuevas metodologias de trabajo en las instalaciones de

CEBIMAR, tanto desde el punto de vista quimico como farmacolégico.
Cultivo celular

La linea celular murina derivada de céncer de colon (CT26.WT) se adquiri6 originalmente a
partir de la ATCC. Las células se cultivaron en DMEM-F12 suplementado con suero fetal bovino
al 10%, glutamina 2% y penicilina/estreptomicina al 1%. Las células fueron mantenidas a 37°C y

5% de COso.
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Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones Balb/c machos, (18-20g), provenientes del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), Cuba. Los animales se adaptaron durante
7 dias a las condiciones de experimentacién y permanecieron bajo condiciones controladas de:
temperatura (21-24°C), humedad (60-65 %), ciclo alternativo luz/oscuridad de 12 horas, asi como

alimentacion y agua ad libitum.

Ira serie experimental. El dia 0 del experimento se realiz6 la inoculacion de las células tumorales
(10° células) por via subcutdnea en el flanco derecho de los animales. Después de 10 dias y antes
del debut tumoral, los animales se aleatorizaron y se distribuyeron a razén de 10 animales/grupo.
Seguidamente, fueron administrados con los productos acorde al siguiente disefio experimental:

- Grupo 1: Control negativo del experimento. Administracion oral del vehiculo (agua destilada).

- Grupo 2: T-50 mg/kg. Administracion oral del extracto de 7. testudinum 50 mg/kg.

- Grupo 3: T-100 mg/kg. Administracion oral del extracto de 7. testudinum 100 mg/kg.

- Grupo 4: T-100 mg/kg + Cisplatino 2,5 mg/kg.

- Grupo 5: T-100 mg/kg + Cisplatino 5 mg/kg.

- Grupo 6: Cisplatino 5 mg/kg. Administracion intraperitoneal.

Los grupos experimentales que recibieron el tratamiento por via oral se administraron con una

frecuencia diaria durante 14 dias consecutivos. Mientras, que la administracion intraperitoneal del
cisplatino se realiz6 con una frecuencia semanal (dias 12, 18 y 24). El comienzo de la medicion
del tamafio tumoral se realiz6 partir del dia 14. Los tumores se midieron con un pie de rey, tres
veces por semana y el volumen tumoral se estim6 utilizando la férmula: Volumen= (ancho
(mm))? x largo (mm)/2. El dia 28 se sacrificaron los animales por dislocacion cervical para la
evaluacion del tumor primario. Se determiné el peso del tumor de cada uno de los animales.
Posteriormente, los tumores fueron procesados para su correspondiente analisis

inmuhistoquimico e histopatologico.

2da serie experimental: con el objetivo de evaluar el efecto de la fraccion rica en polifenoles

obtenida del extracto, y de la TB, se procedio6 con el siguiente disefio experimental:

- Grupo 1: Control negativo del experimento. Administracion oral de agua destilada.
- Grupo 2: TB-5. Administracion oral de TB 5 mg/kg.

- Grupo 3: FT-5. Administracion oral de la fraccion rica en polifenoles 5 mg/kg.

- Grupo 3: FT-25. Administracion oral de la fraccion rica en polifenoles 25 mg/kg.

- Grupo 5: T-10. Administracion oral del extracto de 7. testudinum 10 mg/kg.

- Grupo 6: T-50. Administracion oral del extracto de 7. festudinum 50 mg/kg.
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- Grupo 7: T-100. Administracion oral del extracto de 7. testudinum 100 mg/kg.
- Grupo 8: Cisplatino 5 mg/kg (Cp- 5). Administracion intraperitoneal (tres dosis, cada 5dias)
Evaluacion de los efectos sobre la expresion diferencial de genes mediante el estudio de

microarreglos de oligonucléotidos

En la primera serie experimental, se extrajeron los tumores de cada animal y una porcion de la
masa tumoral se tomo para aislar el ARN, mediante el empleo de un kit estandar de extraccion de
ARN (Quiagen, EUA). A continuacion, se amplificaron 500 ng de ARN total utilizando el kit de
amplificacion de ARN Illumina TotalPrep (Life Technologies, USA). E1 ARN fue procesado
hasta su hibridacién. Concluido esta etapa, las laminas fueron lavadas y se cuantifico cada senal
obtenida en un lector de microarreglos Iscan Illumina. El andlisis de cada muestra se realiz6
utilizando el paquete "BeadArray" (v2.8.1) (54). La identificacion de los genes modulados en
cada muestra analizada se realiz6 utilizando herramientas bioinformaticas implementadas en el
programa IPA (56). Los valores de significacion estadistica p fueron corregidos para multiples
pruebas de hipdtesis, los p obtenidos para cada uno de los genes fueron ajustados utilizando el

método de Benjamin y Hochberg, (55).
Estudio inmuno-histoquimico

Se tomaron muestras de los tumores, se diseccionaron en fragmentos pequefios y se colocaron en
formol al 4%, durante 24 horas. Luego, los fragmentos se incluyeron en bloques de parafina, y se
cortaron en un micrétomo. Las laminas preparadas fueron marcadas con el anticuerpo CDC47,
medida de la proliferacion celular. Se cuantificé en cada lamina, el nimero de células marcadas

positivamente, en un total de 500 células/lamina.
Determinacion de marcadores de estrés oxidativo
Durante el sacrificio, fueron extraidas muestras de sangre de cada animal y se aisl6 el suero. En el
suero de los animales se determino la concentracion de malondialdehido (MDA), como medida

de la peroxidacion lipidica. Ademas, fueron medidos los productos avanzados de la oxidacion de

las proteinas (PAOP) seglin describe Descamps-Latscha y col. (63).
Evaluacion de la Sobrevida

Como parte del estudio se cuantifico el tiempo de vida de cada animal. Para ello, se tomd como
criterio de muerte de los animales, el hecho de que apareciera un punto de necrosis en la zona de
la piel donde sobresalia la masa tumoral o el hecho de que el volumen tumoral en el animal fuese

superior a 2000 mm>.
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Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa GraphPadPrism, version 5. En la
determinacion de la normalidad de los datos se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La
variable volumen tumoral, se analiz6 mediante la prueba ANOVA de dos vias y la prueba de
Bonferroni a posteriori. La variables de peso del tumor y los marcadores de dafio oxidativo
fueron analizados mediante el t-Test y la prueba Mann Whitney a posteriori, respectivamente. El
analisis inmunohistoquimico se realizo mediante el empleo de la Prueba de Fischer. En todos los

casos se tomo como criterio de significacion estadistica p < 0,0 5.

La administracién oral del extracto de 7. testudinum a dosis de 50 y 100 mg/kg produjo un
retardo significativo del crecimiento tumoral en los animales tratados respecto a los controles
(Figura 21). Los animales administrados con el cisplatino (5 mg/kg, via i.p), compuesto empleado

como control positivo del experimento, mostraron los efectos antitumorales esperados.

2500+

-+ Grupo 1: Control (H,0d)
20004 & Grupo 2: T-50 mg/Kg
=+ Grupo 3: T-100 mg/Kg
>
+

1500 Grupo 4: T-100 + Cp-2.5
Grupo 5: T-100 + Cp-5

10004 Grupo 6: Cp-5 mg/Kg

500+

Yolumen tumoral {m ma}

Post-inoculacién tumor (Dias)

Figura 21. Efecto antitumoral del extracto hidroetandlico de Thalassia testudinum

administrado por via oral a ratones (Modelo singénico de cancer CT26/Balb/c). Se muestran los
valores medios =+ DE del crecimiento tumoral de los animales. T: extracto de 7. festudinum, Cp: cisplatino. A partir del dia 22
post-inoculacion de las células tumorales se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control,
(ANOVA de dos vias, y prueba Bonferroni a posteriori **p < 0,01, ***<0,001).

El dia 28 después de la inoculacion del tumor, los animales fueron sacrificados. En
correspondencia con la disminucion del volumen tumoral, como se aprecia en la Figura 22 el
peso de los tumores de los animales tratados disminuy6 significativamente respecto al grupo

control.
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Figura 22. Peso de los tumores en los distintos grupos de tratamiento, posterior a la

inoculacion de la carga tumoral con el carcinoma de colon CT26.WT. El grafico muestra el peso de los
tumores (media £ DE) de los animales tratados acorde al disefio experimental (T: extracto de T. testudinum, Cp: cisplatino). Se
sacrificaron los animales y se extrajeron los tumores, dia 28 del experimento. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas segin ANOVA de una via y la prueba Dunnett’s a posteriori, con respecto al grupo control (¥**p < 0,01, ***<
0,001).

Con el proposito de conocer acerca de las dianas moleculares y los procesos biologicos
modulados tras la exposicion al extracto de 7. testudinum, se tomaron muestras de la masa
tumoral de los animales tratados con la dosis de 100 mg/kg y se compar6 su patron de expresion
génica con respecto a la expresion observada en los animales controles (Figura 23). El analisis de
los datos reveld que el mayor nimero de genes que en estas condiciones experimentales son
modulados por el extracto se encuentran asociados a procesos relacionados con el movimiento, el
crecimiento y la proliferacién celular. Evidencias experimentales que se corresponden con lo
observado en el estudio in vitro. Sin embargo, en este caso, es de destacar que también, son
sustancialmente modulados genes asociados a la respuesta inflamatoria y al estrés oxidativo, lo
que esta en correspondencia a su vez con las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias

previamente descritas para el extracto.
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Figura 23. Efectos del extracto de T. testudinum sobre la expresion génica en el modelo de

tumor primario de carcinoma de colon CT26WT. La grifica muestra los procesos a nivel celular que muestran
un patrén de expresion a nivel génico diferente en los animales tratados (100 mg/kg) con respecto a los controles. La clasificacion
se realiz6 mediante la utilizacion del programa IPA. La clasificacion se realizé de acuerdo al método propuesto por Benjamini y
Hochberg (adjpval<0,05).

Para corroborar la prediccion de la inhibicion de la expresion de genes involucrados en la
proliferacion celular, se evalué mediante tincion inmuno-histoquimica el marcaje del anticuerpo
CDC47 (colorea positivamente a las células que se encuentran en las fase Gly S del ciclo
celular). En la Figura 24A se muestran fotografias representativas de la inhibiciéon de la
proliferacion celular en el modelo de tumor primario, inducido por CT26.WT; tanto del grupo
tratado con el extracto (100 mg/kg), como del grupo control positivo (cisplatino 5 mg/kg), a
través del marcaje de CDC47. Mientras que la grafica (Figura 24B) se observa como esta
inhibicion de la proliferacion es disminuida significativamente con respecto al control, en todos

los grupos de tratamientos evaluados en la primera serie experimental.
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Figura 24. Efecto antiproliferativo; en un modelo singénico de cancer CT26/Balb/c. A)
Micrografias representativas de secciones transversales tumorales. Las flechas indican las celulas en proliferacion celular (Fase
G1 y S del ciclo celular). 100x. B) Conteo morfométrico del nimero de celulas positivas a CDC47, por cada 500 células

tumorales. Los datos representan la media+ DS (*p <0,05, t-test) diferencias significativa entre los valores del control y los grupos
tratados.

En una segunda serie experimental, se determind cdémo podrian estar contribuyendo los
metabolitos secundarios presentes en el extracto en su efecto antitumoral en este modelo
experimental. Como se muestra en la Figura 25, el tratamiento por via oral con el componente
mayoritario (TB, dosis de 5 mg/kg) y la fraccion rica en polifenoles (FT, dosis de 5 y 25 mg/kg),
gjercen una inhibicioén significativa del volumen tumoral. La dosis de TB fue seleccionada,
teniendo en cuenta que este compuesto se encuentra en el extracto en una proporcion alrededor
del 5%, y que 100 mg/kg es una dosis del extracto efectiva en este modelo. El cisplatino, control

positivo del ensayo produjo los efectos esperados.
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Figura 25. Efecto antitumoral del extracto hidroetanolico de T. testudinum, su fraccion
polifendlica y componente mayoritario; administrado por via oral en el modelo singénico de
cancer CT26/Balb/c. El grafico muestra las curvas de crecimiento tumoral (media + DE) de los animales tratados acorde
al disefio experimental (TB: Thalassiolina B, FT: Fraccion polifendlica del extracto, T: extracto de T. testudinum, Cp: cisplatino).
A partir del dia 20 post-inoculacién de las células tumorales se observaron diferencias estadisticamente significativas, respecto al
volumen tumoral del grupo control, segin ANOVA de dos via (**p < 0,01, ***< 0,001) y la prueba Bonferroni a posteriori, con
respecto al grupo control. Cada punto representa 10 tumores para todos los grupos experimentales. El experimento fue repetido
dos veces con resultados similares.

En la Figura 26, se pueden observar las fotografias representativas de la masa tumoral de cada

uno de los grupos experimentales.

s ]

Figura 26. Fotografias de los tumores en el modelo singénico de cancer CT26/Balb/c. El grifico
muestra fotografias representativas de los tumores a los 26 posterior a la inoculacién de las células CT26.WT. El tratamiento de
los diferentes grupos se realizd acorde al diseflo experimental (TB: Thalassiolina B, FT: Fraccion polifendlica del extracto, T:
extracto de T. testudinum, Cp: cisplatino).

Con el objetivo de evaluar si los efectos antioxidantes del extracto de 7. testudinum podrian estar
involucrados el efecto antitumoral observado, en este experimento se midieron marcadores de
dafio oxidativo a lipidos (MDA) y a proteinas (PAOP) en el suero de los animales de los

diferentes grupos experimentales.
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Como se observa en la Figura 27, el extracto de 7. testudinum reduce tanto los niveles de
peroxidacion lipidica y dafo a proteinas a la dosis de 100 mg/kg, resultado este que se
corresponde con los blancos moleculares y funciones biologicas que se predijeron en el estudio
de microarreglos realizado. En este caso, la dosis de 50 mg/kg del extracto produjo también una
significativa inhibicion del dafio inducido a las proteinas en este modelo. En los grupos tratados
con la fraccion polifendlica y la TB también se observéd que los valores de MDA (**p<0,01) y de
PAOP (**p<0,01) son reducidos significativamente con respecto al grupo control de induccion
del tumor primario, animales en los que se observdo un mayor ambiente oxidativo a nivel

sistémico con respecto a los tratados con los productos.
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Figura 27. Efecto antioxidante del tratamiento por via oral del extracto de T. testudinum, la

fraccion polifendlica y TB en un modelo singénico de ciancer CT26/Balb/c. A) Los niveles de
peroxidacion de los lipidos se midieron por la concentracion de malondialdehido (MDA). B) Los niveles de oxidacion de las
proteinas se midieron por la concentracion de los productos avanzados de la oxidacion de las proteinas (PAOP). La concentracion
PAOP se expres6 como [IM de cloramina. En las grafica se muestran los valores promedios (Medias + SD) obtenidos de cada
grupo experimental (10 ratones/grupo). La comparacion entre los grupos se realiz6 mediante una prueba t-test (p<0,001**%*).

La sobrevida de todos los animales en el estudio se siguid6 durante 52 dias después de la
inoculacion de las células de adenocarcinoma de colon CT26.WT. En la Figura 28 es posible
apreciar que los tratamientos con la TB (TB-5 mg/kg), la fraccion rica en polifenoles (FT-25
mg/kg) y el extracto de 7. testudinum, (T-50 y T-100 mg/kg) fueron capaces de incrementar
significativamente los dias de sobrevida de los animales en los que se indujo un tumor primario
(*p<0,05 y **p<0,01; Long-Rank). El cisplatino se empled como control positivo del

experimento.
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Figura 28. Porcentajes de sobrevida de ratones Balb/c inoculados con células tumorales de

colon CT26.WT. El grafico representa el porcentaje de sobrevida hasta 52 dias después de la inoculacién del tumor primario
(n=12). Los animales después de 12 dias de la inyeccion subcutdnea de las células CT26.WT (1:103 células/200 pL) fueron
tratados por via oral durante 14 dias con TB: Thalassiolina B, FT: Fraccion polifendlica del extracto, T: extracto de T.
testudinum, y por via i.p con Cisplatino-5 mg/kg (tres dosis cada 6 dias). Los datos fueron analizados estadisticamente por
Kaplan—Meier, log-rank test, (*p<0,05 y **p<0,01).

El efecto antitumoral del extracto de 7. festudinum estd mediado por la inhibicion de la
proliferacion celular, asi como la modulacion de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo
generado en los animales en el modelo de tumor primario inducido por células de carcinoma de

colon CT26.WT.

9. Efectos del extracto de U. fasciata sobre la genotoxicidad inducida por el benzo(a)pireno
in vitro e in vivo

En este acépite, se describen los principales resultados acerca de la evaluacion de los efectos
protectores del extracto de U. fasciata frente al dafio genotoxico inducido por el BP en ratones,
trabajo aceptado para su publicacion en la revista Evidencie Complementary and Alternative

Medicine (2015) para detalles ver anexos.

El estudio comprendié no solo la evaluacion genoprotectora y quimiopreventiva del extracto,
ademas, se profundizd6 en la caracterizacion fitoquimica de esta especie, se identificaron

metabolitos presentes en el extracto que pudieran ser responsables de los efectos observados.

Determinacion cualitativa de metabolitos presentes en el extracto de U. fasciata

Para identificar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios presentes en el extracto
de U. fasciata se realizd un tamizaje fitoquimico segin el método propuesto por Miranda y
Cuéllar (64). Fueron determinados el contenido de soélidos, azlicares, proteinas y polifenoles
totales.
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Ademas, se utilizo la Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas metodologia

que permiti6 ampliar la caracterizacion fitoquimica de la especie. En este caso, se pesaron 100

mg del extracto total seco y fue disuelto en una mezcla de diclorometano-agua (1:1). Se filtr6 la

mezcla y fue separada la fraccidon organica por particion y concentrad. La fraccion apolar

obtenida fue inyectada en un cromatografo gaseoso con detector de espectrometria de masas y los

cromatogramas correspondientes fueron obtenidos.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos por elucion con solventes de diferentes polaridades de la especie U. fasciata. El estudio

demostré que la mayoria de los metabolitos presentes en la especie son de naturaleza polar

(extractos etanolico y acuoso)

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico de la especie U. fasciata.
Tipo de extracto
Etanol

Metabolitos

Etéreo

Aceites esenciales -

Lactonas/Coumarinas +

Alcaloides ++
Triterpenos/esteroides +

Catequinas NR
Azucares Reductores NR
Saponinas (Espuma) NR
Fenoles/taninos NR
Aminoacidos NR
Flavonoides NR
Antocianinas NR
Mucilagos NR

Leyenda: (NR) no se realiza, (+) presencia, (++) abundancia

Caracterizacion quimica del extracto hidroalcohdlico de U. fasciata

NR
+
++

++
+
+

++
+

NR

Agua

NR
NR
+
NR
NR
++
+
+
+
+
NR
+

La Tabla 5 muestra el resultado de las determinaciones de soélidos totales, carbohidratos y

proteinas solubles, asi como el contenido de polifenoles totales en el extracto hidroalcoholico

obtenido de U. fasciata.

Tabla 5. Metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico de U. fasciata.

Parametro
Solidos Totales (mg/mL extracto)

Proteinas Solubles (mg/g extracto seco)
Azacares Totales (mg/g extracto seco)

Polifenoles (mg/g extracto seco)

Resultado

5,57+0,21
1,04+0,02
326+1,38
5,91+0,33
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Como puede ser observado, la especie posee mayoritariamente metabolitos del tipo alcaloides y
azucares reductores. En menor medida, presenta saponinas, fenoles/taninos y flavonoides, lo que
se corresponde con los resultados del tamizaje fitoquimico (Tabla 4). Los azucares totales se
encuentran en mayor proporcion dentro del extracto en comparacion con los polifenoles y
proteinas (Tabla 5). Es importante sefialar que las algas marinas constituyen un recurso renovable
de mucha importancia, ya que producen polisacéaridos solubles extraibles con soluciones acuosas,
ademas, existen polisacaridos sulfatados que forman la pared celular en las algas verdes (65). U.
fasciata posee cantidades considerables de estos componentes, y su contenido que varia de

acuerdo a la zona de crecimiento y a la época del afo (66).

Por otro lado, el andlisis por cromatografia gaseosa de una fraccion cloroférmica obtenida del
extracto mostré que en el cromatograma obtenido aparecen ocho sefiales entre los 6-10 min de
tiempo de retencion, de los cuales fueron identificados siete compuestos (Figura 29). La mayoria
de los picos se corresponden con acidos grasos y sus derivados, aproximadamente a los 8 minutos
aparece una sefial intensa correspondiente al acido palmitico que resultd ser el compuesto

mayoritario detectado en esta fraccion.

Se ha referido en la literatura la presencia de estos compuestos en otras especies de Ulva
colectadas en la India, donde se aisl6 e identifico la presencia del N-palmitoil-2- amino-1,3,4,5-
tetrahidroxi-octadecano (67). Por otro lado, otro trabajo refiere la presencia de acidos grasos en
U. pertusa (68), que describe el aislamiento del 2-hidroxi-hexadecanoico (25), y del 4cido 2-

oxo-hexadecanoico (26) en esta especie.
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Figura 29. Cromatograma gaseoso obtenido de la fraccion de diclorometano del extracto de U.
fasciata.
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El tamizaje fitoquimico del extracto de U. fasciata permitid identificar el alto contenido de
polisacéridos presentes en esta especie marina. Mientras que el analisis de cromatografia gaseosa
evidenci6 la presencia de 4cidos grasos en una fraccion cloroférmica obtenida del extracto de U.
fasciata, donde el 4cido palmitico fue identificado como el componente mayoritario.

Teniendo en cuenta:

e la naturaleza de los componentes identificados en U. fasciata,

e los efectos inhibitorios de U. fasciata sobre la mutagenicidad inducida por el benzo(a)pireno en
la cepa TA98 de la bacteria S. typhimurium, asi como,

e la inhibicidon que ejerce este extracto sobre la actividad del CYP1A1 en microsomas de ratas,
citocromo responsable de la bioactivacion del benzo(a)pireno en humanos,

se estudiaron los efectos del extracto de U. fasciata en modelos in vitro € in vivo de proteccion al
dafio al ADN inducido por este carcindgeno.

El BP es un compuesto mutagénico que ha sido reconocido carcindgeno ambiental en el hombre.
Este agente quimico es cominmente encontrado en el humo del tabaco, en los residuos de las
industrias, en las carnes cocidas a la brasa, entre otras. El BP requiere para su bioactivacion a
mutdgeno y carcindgeno de ser metabolizado en el organismo. Ha sido referido que este proceso
tiene lugar por la accion, entre otras enzimas, del CYP1A1 (Figura 30). En este sentido, ha sido
planteado que aquellos compuestos capaces de inhibir la actividad de estos sistemas pudieran
actuar como anticarcinégenos y quimiopreventivos. Por lo que a partir de las evidencias
experimentales conque contdbamos acerca de los efectos de U. fasciata se estudiaron los efectos
de esta especie sobre la toxicidad inducida por el BP. Primeramente, se estudiaron los efectos
empleando como modelo experimental células epiteliales de higado de rata y posteriormente, en

dos modelos in vivo de daino genotdxico y de carcinogénesis quimica en ratones.
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Figura 30. Metabolismo intermediario del benzo(a)pireno.

Evaluacion del efecto protector in vitro del extracto de U. fasciata frente al daiio al ADN

inducido por BP
Cultivo celular

En el estudio se emplearon células C9, esta es una linea celular obtenida de epitelio de higado de
ratas. Las células se cultivaron en DMEM con glutamato y suplementado con penicilina (50
U/mL), estreptomicina (50 pg/mL), y 10% (v/v) de suero bovino fetal a 37°C en presencia de

COz al 5%. Las células se sub-cultivaron mediante tripsinizacion cada tres o cuatro dias.
Disefio experimental

Las células se sembraron a una densidad de 8 000-10 000 células/pozo y se incubaron en

presencia o no del extracto de U. fasciata y del BP como se describe a continuacion.

Ira serie experimental: Las células fueron expuestas por 12 h a diferentes concentraciones del
extracto (10-1000 pg/mL). Seguidamente fueron tratadas por 6-h méas a BP solo, o a ambos
productos a la vez durante este tiempo de exposicion. 2da serie experimental: las células fueron
expuestas por 12 h a diferentes concentraciones del extracto (10-1000 pg/mL); lavadas y
expuestas a ambos productos o a BP solo por 24-h. En otro caso, ademas, fueron expuestas a
ambos productos por 24 h. 3ra serie experimental: las células fueron tratadas en similares
condiciones a la 2da serie experimental, pero en este caso el periodo de incubacion fue de 48-h.
Concentracion de BP empleada fue 10 uM. Al finalizar los tratamientos se determind la

viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Este ensayo fue realizado seguin Mosmann (47).

En la Figura 31 se muestran los efectos del extracto de U. fasciata en la citotoxicidad inducida
por el BP en células C9, epitelio de higado de ratas. El estudio demostr6 que aunque de manera
general las diferentes concentraciones evaluadas protegieron del dafio citotoxico inducido por el
BP, la concentracion mas baja evaluada (1 pg/mL) resultd ser la mas efectiva, a este nivel fue
abolida en un 100% la toxicidad inducida por este compuesto en el cultivo celular. Todos los
tiempos de exposicion al extracto (6, 12, 24 y 48 h) tanto en pre-, co- y post-tratamientos
protegieron del dano, aunque los efectos mas sostenidos fueron encontrados tras 48 h de
exposicion. Estos resultados se correspondieron con los efectos antimutagénicos observados
frente a la mutagénesis inducida por este agente en la cepa TA98 de la bacteria S. typhimurium
(Ensayo de Ames, Tabla 1). A su vez pudiera estar asociado a los efectos antioxidantes descritos
anteriormente para este extracto y con los efectos inhibitorios observados por nosotros sobre la
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actividad del CYP1A en microsomas de ratas (Figura 2), enzima responsable de la bioactivacion

del BP a nivel hepatico.
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Figura 31. Efectos del extracto de U. fasciata frente al daiio inducido por el benzoapireno en

células C9 (Ensayo del MTT). A): células expuestas por 12 h a diferentes concentraciones del extracto y seguidamente
por 6-h mas a BP solo, o a ambos productos. B): células expuestas por 12 h a diferentes concentraciones del extracto; lavadas y
expuestas a ambos productos o a BP solo por 24-h. En otro caso, expuestas a ambos productos por 24 h. C): células tratadas en
similares condiciones a la serie experimental B, en este caso el periodo de incubacion fue de 48-h. Concentracion de BP 10 pM.
Al finalizar los tratamientos se determine la viabilidad celular por el método del MTT. Los resultados se expresan como
porcentaje del control (células no expuestas). Cada serie representa la media + SD de al menos tres experimentos con tres
repeticiones. * p < 0,05 significativamente diferente a las células expuestas a BP solo (Dunnett’s test).

60



Se demostrd que el extracto obtenido de U. fasciata protege del dafio citotoxico inducido por el

BP en células C9, de epitelio de higado de ratas bajo nuestras condiciones de ensayo.

Evaluacion del efecto protector del extracto de U. fasciata en el modelo de daiio al ADN

inducido por el BP en ratones

Se utilizaron 40 ratones machos Balb/c (5-6 semanas de edad), provenientes del Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México. Los animales fueron mantenidos en
condiciones de temperatura (25+1°C) y humedad (60%), expuestos a ciclos de luz-oscuridad de

12 h y con libre acceso a los alimentos y el agua.

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (n=10): control
negativo, administrados via oral con los vehiculos utilizados para disolver el extracto de U.
fasciata y el BP (agua y aceite de soya, respectivamente). Control positivo, animales tratados con
BP, para inducir la genotoxicidad mediante la administracion de una dosis Unica de 250 mg/kg de
BP, por via oral, el dia 5 de la administracién del extracto. Grupos pre-tratados por via oral con
dosis diarias de 50, 100 y 250 mg/kg de U. fasciata durante 5 dias. Al finalizar el experimento, se
practico la eutanasia de los animales. Se extrajeron los higados, los cuales se lavaron con
solucién salina y se conservaron hasta la preparacion de los microsomas segun describe Maron y
Ames (47). A continuacién, fue determinada la actividad de las enzimas del sistema del P450
CYPI1A1/2 en los microsomas obtenidos de los animales controles y tratados con el extracto. La

actividad enzimatica se determiné segun se describe en el acapite 4.

Ademas, fueron extraidos los fémures de cada animal y se cuantificé de la induccion de la
formacion de micronucleos (MN) en los eritrocitos de la médula 6sea como indice de la
evaluacion de los efectos del extracto sobre el dafio genotoxico del BP a este nivel (dafio a nivel
cromosomico). El procesamiento de las muestras de fémur de los animales para la obtencion de

los MN y su posterior analisis fue realizado segiin Hayashi y cols., (69).

En la Figura 32 se muestran los efectos sobre la actividad del CYP1A1/2 en microsomas de ratas
obtenidos de animales pre-tratados durante cinco dias con dosis orales del extracto de U. fasciata
y seguidamente administrados con BP (250 mg/kg) con respecto a los controles. La exposicion al
extracto conllevo a que se produjera una disminucion significativa dependiente de la dosis de la
actividad del CYP1A1 en los animales tratados, lo se correspondi6 con las observaciones previas

(Figura 2) y refuerza la hipotesis que este extracto es un inhibidor de la enzima en cuestion.

61



800 cvpial 1200 cyp1a2
400 -
£ 35 | 21007
S 300 | }E 800 1
0
£ 250 | . e
2 600 -
£ 20 - @
< £
g 150 - E 400
2 100 - g.
50 200 -
0 0 -
Control QilControl ~ BP Ulva504BP  Ulva Ulva Control Qil Control ~ BP Ulva50+BP  Ulva Ulva
1004BP  2504BP 1004BP  250+BP
pg/mL pg/mL

Figura 32. Efectos del pre-tratamiento de dosis orales del extracto de U. fasciata sobre la
actividad enzimdtica del CYPIA en microsomas hepdticos de ratones BALB/C machos

expuestos a benzo(a)pireno (BP). Las actividades cataliticas de los CYP1A1 y CYP1A2 fueron determinadas en los
microsomas de los animales pre-tratados durante 5 dias con el extracto (50, 100 y 250 mg/kg) y de los controles, el ultimo dia de
la administracion del extracto todos los animales fueron administrados con una dosis tinica de BP (250 mg/kg). Se presentan
medias + SD, * <p 0,05, (Dunnett’s test).

Por otro lado, es conocido que la exposicion a este agente mutagénico a la dosis empleada en el
ensayo (250 mg/kg) es capaz de inducir daio al ADN que se traduce en un daflo cromosémico en
los animales expuestos. Un compuesto con propiedades antioxidantes que, ademas, sea capaz de
inhibir la actividad metabolica del CYP1AT1 y por tanto con ello, la formacion de los metabolitos
reactivos deberia proteger a la molécula de ADN del dafio cromosdmico inducido por este agente.
En la Tabla 6 se muestra la disminucion significativa de los niveles de micronticleos en la médula
6sea de los animales pre-tratados con dosis orales entre 50-250 mg/kg del extracto respecto a los
controles no tratados, lo que permite afirmar que el extracto obtenido de U. fasciata muestra

actividad antigenotoxica en este modelo experimental.

Tabla 6. Efectos del extracto de U. fasciata sobre el daiio genotoxico inducido por el
benzo(a)pireno en ratones.

Indice Citotoxicidad =Micronucleos

Control negativo 1,08+0,28 4,3+0,8
Control de vehiculo 2,10+0,47 6,6+2.6
BP (250 mg/kg) 2,23+0,75 15,3£2,6
U. fasciata (50mg/kg) + BP (250 mg/kg) 2,48+0,50 7,9+£1,9%*
U. fasciata (100mg/kg) + BP (250 mg/kg) 1,88+0,25 5,3+1,4%*
U. fasciata (250mg/kg) + BP (250 mg/kg) 2,63+0,47 5,15+0,65**

BP, benzo(a)pireno, ** p<p 0,01, Dunnett’s test

Podemos afirmar que el extracto obtenido de U. fasciata administrado por via oral a dosis en el

rango de 50-250 mg/kg durante cinco dias protege del dafo genotdxico inducido por el BP en
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ratones. Mientras que la inhibicién de la funcion metabolica del CYP1A1 por este producto

parece estar involucrada en los mecanismos responsables de la proteccion observada.

Evaluacion del efecto protector del extracto de U. fasciata en el modelo de carcinogénesis

pulmonar inducida por BP en ratones

En el estudio se utilizaron 40 ratones machos de la linea Balb/c de seis semanas de edad,
provenientes del CENPALAB, La Habana, Cuba. Los animales fueron mantenidos en
condiciones reguladas de temperatura (25+2°C) y humedad (60%), expuestos a ciclos de luz-
oscuridad de 12 h y con libre acceso a los alimentos y el agua. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica de CEBIMAR vy desarrollado segun las regulaciones de la Guia Europea para el

uso y cuidado de animales de experimentacion.

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (n=10): grupo
control, animales tratados por via oral con las sustancias vehiculos utilizados para disolver el
extracto de U. fasciata y el BP (agua destilada y aceite de soya, respectivamente). La
carcinogénesis pulmonar fue inducida en el resto de los animales mediante la administracion de
dos dosis semanales de 50 mg/kg de BP, por via oral, durante cuatro semanas. El segundo grupo
fue administrado con BP (50 mg/kg) solo, mientras que los animales del tercer y cuarto grupo
fueron tratados por via oral con una dosis diaria de 100 y 400 mg/kg de U. fasciata,
respectivamente y BP. La administracion del extracto comenz6 una semana antes de la primera

dosis de BP y se mantuvo durante 18 semanas.

Durante todo el experimento fue medido el peso corporal de todos los animales en el estudio. Al
finalizar el experimento, se practico la eutanasia de los animales mediante la administracion de
una sobredosis de pentobarbital sédico (90 mg/kg por via intraperitoneal). Inmediatamente, se

extrajeron los pulmones y el higado, fueron lavados y pesados.
Determinacion de marcadores de estrés oxidativo

Los biomarcadores redox fueron determinados en el suero de los animales mediante técnicas
espectrofotométricas (Espectrofotdémetro Pharmacia, Suiza). La concentracion de glutation
reducido (GSH) fue determinada mediante el método propuesto por Sedlak y Lindsay (70). Los
niveles de malonildialdehido (MDA) fueron cuantificados mediante el método propuesto por
Erdelmeier y cols. (71) y los productos avanzados de la oxidacion de proteinas (PAOP) fueron

cuantificados segun el método descrito por Witko-Sarsat y cols. (72).
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Determinacién de la induccion de la formacion de micronucleos en la médula d6sea de los

animales tratados.

Los fémures de cada animal fueron extraidos y los microntcleos formados fueron cuantificados

segun describen Hayashi y cols. (69).

En la Figura 33 se muestra el comportamiento del peso corporal durante el tratamiento en los
diferentes grupos experimentales. Como se observa, los animales del grupo tratado solo con el
BP mostraron una disminucioén del peso a partir de la semana tres del experimento, lo cual se
mantuvo hasta la semana quince. En cambio, el peso de los animales tratados con U. fasciata fue
comparable con los animales del grupo control no expuesto. Estos resultados se corresponden con
lo planteado en la literatura (73). En el modelo de carcinogénesis inducida por BP esta reportado
que los animales sufren una pérdida de peso en la medida que se inicia y se desarrolla el proceso
tumoral. En el presente estudio, el tratamiento con el extracto evitd la disminucion del peso
corporal, lo cual sugiere un efecto protector del extracto de esta alga verde. Por otra parte, el
analisis del porcentaje de peso del higado y los pulmones respecto al peso corporal no mostrd
diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes grupos de tratamiento (datos no

mostrados).
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Figura 33. Comportamiento del peso corporal en los diferentes grupos experimentales. BP,
benzo(a)pireno, U100, extracto de U. fasciata administrado a la dosis de 100mg/kg, U400 extracto de U. fasciata
administrado a la dosis de 100mg/kg

Existen evidencias que demuestran el papel del BP en la induccién de carcinogénesis pulmonar y

el posterior desarrollo de los tumores en los animales expuestos (74, 75). Durante el metabolismo
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del BP, donde juega un papel determinante la actividad del citocromo CYP1A1 (Figura 30) se
genera el metabolito carcinogénico 7,8-diol-9,10-epoxido-benzo(a)pireno, a la vez que se generan
especies reactivas del oxigeno (76). Estas especies oxidantes producen una disminuciéon de los
mecanismos de defensa antioxidante, lo que conlleva a la instauracion de un estrés oxidativo en
el organismo que contribuye con el desarrollo del proceso de carcinogénesis (73). Ello ha llevado
a proponer la hipotesis de que productos naturales con propiedades antioxidantes puedan proteger
del desarrollo tumoral en este modelo (73, 77). En el presente estudio se pudo constatar que el
tratamiento con el extracto obtenido de U. fasciata fue capaz de prevenir el dafio oxidativo a la
dosis de 400 mg/kg (Figura 34), a la vez que preservo los niveles de glutation reducido (GSH), el
cual representa una de las primeras lineas de defensa antioxidante en el organismo (78). Reportes
de la literatura han demostrado que el tratamiento con extractos obtenidos a partir de algas, entre
ellas U. fasciata inducen la actividad de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (79, 80).
Dichas propiedades antioxidantes podrian estar relacionadas con el efecto anti-carcinogénico

observado en el presente estudio.
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Figura 34. Efecto del tratamiento con el extracto U. fasciata sobre marcadores de estrés

oxidativo. Las barras representan la media + D.E. Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA,
Bonferroni post-test). BaP, benzo(a)pireno, U, U.fascita. MDA, malonildialdehido, GST, glutation reducido.

Por ultimo, también, fue cuantificada la induccion de la formacion de microntcleos en el fémur
de los animales como criterio de dafio al ADN en este modelo experimental. El tratamiento con la
dosis maxima de 400 mg/kg protegio a los animales del dafio genotéxico inducido por el BP

(Figura 35).
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Figura 35. Efecto del tratamiento con el extracto U. fasciata sobre el daiio al ADN inducido

por el BP en ratones. Las barras representan la media + D.E. BaP, benzo(a)pireno, Ulva, extracto de U. fasciata (100 y
400 mg/kg).

Los 4cidos grasos y los carotenoides estan presentes en un alto contenido las algas verdes,
incluyendo la especie de U. fasciata evaluada en el presente trabajo. Trabajos fitoquimicos
previos demostraron que el extracto evaluado contiene en su composicion carbohidratos,
proteinas, saponinas, alcaloides y flavonoides (66). La caracterizacion fitoquimica mediante
Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas de una fraccion cloroféormica asilada
del extracto permiti¢ identificar que el &cido palmitico es un componente mayoritario en dicha
fraccion y que se encuentra presente en el extracto (Figura 29). Nadathur y cols., (81) reportaron
propiedades antimutagénicas para este compuesto frente al dafio inducido por la metil-
nitrosoguanidina. Por otro lado, han sido reportadas propiedades antimutagénicas para el acido
iso-palmitico en un modelo de dafo inducido por el 7,12-dimetil benzoantraceno. Este efecto,
ademas, fue asociado a la inhibicién de la actividad del CYPIAI por este compuesto. Sin
embargo, a pesar de las coincidencias, otros estudios deben ser realizados para poder dilucidar si
la presencia del 4acido palmitico y sus derivados se encuentra asociada a los efectos

antigenotoxico del extracto del alga verde U. fasciata observados en el presente trabajo.

Se comprobd que el extracto obtenido del alga verde U. fasciata podria ser una fuente de
obtencion de nuevos candidatos a suplementos o fitomedicamentos con potencial aplicacion en la
prevencion del céncer y otras enfermedades asociadas a los procesos de bioactivacion de
compuestos extrafos en el organismo.

10. Actualizacion, ampliacion y perfeccionamiento de la base de datos

Se actualizo y se amplié la base de datos creada en el proyecto 2007-2009. Esta base de datos

contiene toda la informacién acumulada de las especies en estudio (nimero catalografico,
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imagenes, colectas, caracteristicas quimicas y farmacoldgicas) obtenida en etapas previas en el
CEBIMAR, las cuales fueron actualizadas con los resultados correspondientes al presente
proyecto. De tal forma, se amplio la informacion acerca de la caracterizacion quimica y de las
potencialidades como posibles fuentes de obtencidon de nuevos antitumorales y anticancerigeno
de uso humano para dos especies, Thalassia testudinum y Ulva fasciata. Se ampli6 la descripcion
de metodologias empleadas para la consecucion de los nuevos resultados y se incrementaron las
publicaciones en el tema. De esta manera, se amplian los conocimientos acerca de las
potencialidades de la biodiversidad marina cubana, la necesidad de su proteccion y uso
sostenible, asi como coadyuva a elevar la educacion medio ambiental a un sector menos
especializado.

11. Conclusiones generales del proyecto

En el curso del desarrollo del presente proyecto quedé demostrado que,

v" Los extractos obtenidos de las especies S. filipendula, D. pinnatifida y F. filiforme no
resultaron promisorios candidatos como agentes capaces de proteger del dafio al ADN
inducido por reconocidos agentes mutagénicos y cancerigenos ambientales bajo nuestras
condiciones de ensayo.

v" Se informa por primera vez las propiedades antimutagénicas, moduladoras de los
sistemas que metabolizan los compuestos extrafios al organismo y antitumorales de un
extracto obtenido de la angiosperma marina Thalassia testudinum.

v' Se demostrd que el efecto antitumoral del extracto de 7. festudinum esta mediado por la
modulacion de procesos de proliferacion, muerte y supervivencia celular, asi como de
inflamacion, estrés oxidativo y angiogénesis.

v' Se demostr6 que los componentes de naturaleza polifendlica presentes en el extracto de
T. testudinum se encuentran involucrados en los efectos antitumorales observados.

v" Se demostraron por primera vez las propiedades antimutagénicas y genoprotectoras de un
extracto obtenido del alga verde Ulva fasciata.

v' Se actualizd y amplié la base de datos BIOPROMA desarrollada en CEBIMAR y
registrada en CENDA.

v' El trabajo realizado durante el presente proyecto ha contribuido al conocimiento y valoracion

de las potencialidades biomédicas de la biodiversidad marina de Cuba.

v' Se ampli6 y se profundizd en la caracterizacion de las propiedades quimicas y

farmacologicas de extractos/compuestos obtenidos a partir de organismos marinos.
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Por todo lo anteriormente expuesto, en nuestra consideracion se ha cumplido con los objetivos
propuestos a inicios del proyecto y han quedado sentadas las perspectivas para un futuro trabajo
encaminado a la obtencion de nuevos productos con aplicaciones terapéuticas basado en el uso

racional y sostenible de nuestros recursos marinos.

12. Recomendaciones
v" Continuar los estudios preclinicos necesarios que permitan avalar las potencialidades del

extracto obtenido a partir de las hojas de 7. testudinum como posible candidato a utilizar como

alternativa terapéutica en el manejo y control del cancer en nuestro pais.

v Continuar los estudios preclinicos necesarios que permitan avalar las potencialidades del
extracto obtenido a partir del alga verde U. fasciata como un nuevo producto con potencial

aplicacion en la prevencion del dafio inducido por contaminantes ambientales en humanos.

v/ Mantener actualizada la base de datos con los nuevos datos que se obtengan en nuestras

investigaciones y las nuevas metodologias que se incluyan.
v Continuar ampliando el trabajo de divulgacion ambiental.
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