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evaluar su efecto antitumoral contra las lineas celulares humanas de cancer MCF-
7y HT29.

Contribuciones y conclusiones: Se produjeron biocompuestos que
presentaron actividad citotdxica contra la linea celular de cancer de mama MCF-
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fraccionarse el extracto metandlico se pierde la actividad bioldgica del mismo.
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RESUMEN

Las microalgas son organismos autétrofos, fotosintéticos, generalmente unicelulares
que han demostrado una gran fuente sustentable de compuestos tales como pigmentos,
lactonas, polisacaridos sulfatados, proteinas y lipidos; los cuales han presentado
actividad biologica in vitro e in vivo en contra de distintas lineas celulares de cancer.
Se estima que existen mas de 200,000 especies, sin embargo, se han identificado
alrededor de 40,000. Las microalgas nativas del estado de Nuevo Ledn han sido poco
estudiadas y representan una fuente no explotada de nuevas moléculas de interés
farmacéutico. Por otro lado, el cancer es la segunda causa de muerte en América y se
estima que cada afio 2,9 millones de personas son diagnosticadas y 1,3 millones
mueren por esta enfermedad. EIl tratamiento del cancer requiere una cuidadosa
seleccion de una o méas modalidades terapéuticas tales como la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia. Debido a que son procedimientos altamente invasivos y producen
efectos secundarios muy dafiinos para el paciente, constantemente se estan buscando
nuevas opciones farmacoldgicas de tratamiento. En el presente estudio se determin6
la actividad citotdxica in vitro en contra de las lineas celulares HT29, MCF7, L5178Y-
R y Vero, del extracto metandlico crudo obtenido de la biomasa de la microalga
Chlorella sorokiniana aislada en el estado de Nuevo Leon, obteniendo resultados
positivos para linea celular MCF7 y confirmando la citotoxicidad del extracto ante
L5178Y-R previamente reportado, también se logré elucidar la composicién de dicho
extracto en el cual se confirmd la presencia de compuestos que no habian sido
reportados previamente producidos por el género Chlorella tal como la isorhamnetina
3-glucosido-7-ramnosido, previamente no reportada para la especie Chlorella
sorokiniana. Con esto contribuimos al conocimiento de la biodiversidad y potencial

terapéutico de las microalgas presentes en el estado de Nuevo Leon.

Palabras Clave: Microalgas, Chlorella sorokiniana, Biocompuestos, Citotoxicidad,

Cancer, Adenocarcinoma, Isorhamnetina 3-glucosido-7-ramn+osido.



ABSTRACT

Microalgae are autotrophic, photosynthetic, unicellular organisms that produce a great
sustainable source of compounds such as pigments, lactones, sulfated polysaccharides,
proteins and lipids; which have shown biological activity in vitro and in vivo against
different cancer cell lines. It is estimated that there are more than 200,000 species,
however, only about 40,000 have been identified. The native microalgae of the state
of Nuevo Ledn have been little studied and represent an unexploited source of new
molecules of pharmaceutical interest. On the other hand, cancer is the second leading
cause of death in America and it is estimated that every year 2.9 million people are
diagnosed and 1.3 million die from this disease. Cancer treatment requires careful
selection of one or more therapeutic modalities such as surgery, radiation therapy and
chemotherapy. Because these are highly invasive procedures and produce very
harmful side effects for the patient, new pharmacological treatment options are
constantly being sought. In the present study we determined the in vitro cytotoxic
activity against HT29, MCF7, L5178Y-R and Vero cell lines, of the crude methanolic
extract obtained from the biomass of the microalga Chlorella sorokiniana present in
the state of Nuevo Leon, obtaining positive results for MCF7 cell line and confirming
the cytotoxicity of the extract against L5178Y-R previously reported, also we manage
to elucidate the composition of the extract which showed presence of compounds that
to our knowledge did not been reported as produced by the genus Chlorella such as
isorhamnetin  3-glucoside-7-ramnoside, previously unreported for Chlorella
sorokiniana species. With this, we contribute to the knowledge of the biodiversity and

therapeutic potential of the microalgae present in the state of Nuevo Leon.

Keywords: Microalgae, Chlorella sorokiniana, Compounds,, Cytotoxicity, Cancer,

Murine lymphoma, Adenocarcinoma, Isorhamnetine 3-Glucoside-7-Ramnosido.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las microalgas representan una fuente prometedora de materias primas para la
obtencion sustentable de biocombustibles, complementos nutricionales y
biomoléculas con alto valor agregado (Pérez et al. 2015). En la actualidad los
complementos nutricionales producidos por microalgas constituyen un mercado
importante en el cual compuestos como los B-carotenos, astaxantinas, acidos grasos
poli-insaturados y polisacaridos exhiben alta demanda (Hudek et al. 2014; Pérez et al.
2015). Los lipidos microalgales se relacionan con la produccion de biocombustibles
como el biodiesel, el cual es una interesante alternativa biodegradable que produce
menos emisiones de gases con efecto invernadero (Rubio et al. 2013, Nancuda, 2015).
Las biomoléculas con alto valor agregado para la industria farmacéutica generalmente
son carotenoides, flavonoides, vitaminas, proteinas, lipopéptidos, aminoacidos, acidos
grasos, macrolidos, amidas y polisacaridos sulfatados (Encarnacao et al. 2015; Talero
et al. 2015; Intan et al. 2018). Estos biocompuestos pueden actuar como agentes
antiproliferativos, antivirales, antifingicos o antibacterianos y se encuentran tanto en

el interior, como en el exterior celular (Chowdhury et al. 2015; Intan et al. 2018).

La simplicidad del cultivo de estos microorganismos representa una gran ventaja
para la produccion de cualquier biocompuesto. Una de las microalgas mas empleadas
por su versatilidad de cultivo y por su potencial de escalamiento es Chlorella
sorokiniana (Lizzul et al. 2018). Este organismo ha demostrado una gran capacidad
para obtencion de biodiesel y otros biocompuestos de alto valor agregado, que son de
alta demanda en la industria alimentaria y farmacéutica (Talero et al. 2015). Su alto
rendimiento de biomasa, asi como, su estabilidad en producciones a escala industrial
en fotobiorreactores, la han convertido en una especie atractiva para la obtencion de

biocompuestos mediante diferentes procesos biotecnolégicos.

En el Estado de Nuevo Leon son escasos los estudios con especies de microalgas
nativas, mas ain con aquellas productoras de biocompuestos con alguna actividad
biologica. Por otro lado, es conocida la resistencia a muchos farmacos que se utilizan

para el tratamiento del cancer y los efectos secundarios que producen. En tal sentido,



la industria farmacéutica se encuentra en una constante busqueda de nuevas moléculas

con actividad bioldgica que puedan utilizarse como farmacos de nueva generacion.

Es debido a lo anteriormente planteado, que en el presente trabajo se pretende
caracterizar biocompuestos producidos por la microalga Chlorella sorokiniana (cepa
autoctona del Estado de Nuevo Leon) bajo condiciones de cultivo mixotréficas y
evaluar su efecto antitumoral contra lineas celulares humanas de cancer MCF-7 y
HT29.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES.
2.1 Microalgas

Las microalgas son organismos microscopicos unicelulares que carecen de raices,
tallos, hojas y presentan como principal pigmento fotosintético: clorofila a
(Maldonado, 2011; Palacio, 2015). Estos microorganismos presentan diferentes tipos
de organizacion celular, ya sea unicelular, colonial o filamentosa (Gémez, 2015).
Habitan generalmente los ecosistemas acuéticos, pero pueden encontrarse en suelos,
rocas y plantas, de forma libre o simbiética con otros organismos (Madigan et al.
2014). Se han identificado alrededor de 40,000 especies, aunque se estima que existe
mas de 200,000 de las cuales con frecuencia se desconoce su composicion quimica y
las particularidades de su metabolismo (Galarza, 2019). Se clasifican de acuerdo con
varios parametros tales como: ciclo de vida, tipos de pigmentos, naturaleza quimica de
los productos que utilizan como reserva de energia, modo de reproduccion y
constituyentes de la pared celular, ademas de sus caracteristicas morfoldgicas.
(Maldonado, 2011; Reyna et al. 2018). En México, los estudios taxonémicos registran
mas de 837 taxa, de ellos 15 taxa intraespecificos corresponden a Pediastrum sp. y 60
a Scenedesmus sp. en 24 localidades de la Ciudad de México, Estado de México,

Veracruz, Puebla y Jalisco (Reyna et al. 2018).

Este grupo de microorganismos se caracterizan por ser fotosintéticos y oxigénicos,
es decir, producen energia a partir de la radiacion solar. Este proceso se desarrolla en
un organulo especializado: el cloroplasto. Dicha estructura celular contiene en su
interior las enzimas y pigmentos (clorofila, ficobilinas, carotenos y xantofilas),
necesarios para la captacion de la radiacion solar y su conversion en energia quimica
(Safi et al. 2014; Palacio, 2015). Estos microorganismos también son autétrofos,
crecen utilizando como fuente de carbono el CO2 (Gonzélez et al. 2017). La energia
de la luz se emplea en la reduccion de CO, a compuestos organicos complejos como
carbohidratos, lipidos y proteinas (Madigan et al. 2014; Safi et al. 2014). Ademas del
metabolismo fotoaut6trofo, ha sido referido en la literatura el cultivo de microalgas en

condiciones heterotroficas y mixotroficas (Gonzalez et al. 2017; Roostaei et al. 2018).



Las especies de microalgas heterotrofas emplean como fuente de carbono y de energia
compuestos organicos presentes en el medio de cultivo y no necesitan luz como fuente
de energia (Wang et al. 2014; Pérez et al. 2015). En un cultivo mixotréfico en cambio,
las microalgas asimilan diferentes fuentes de carbono, tanto organicas como
inorganicas y obtienen su energia a partir de la degradacion de compuestos organicos
o directamente de la radiacion solar (Subashchandrabose et al. 2013; Wang et al.
2014). A diferencia de algunas especies que cambian su metabolismo heterétrofo a
fotoautotrofo en dependencia de la disponibilidad de nutrientes; las especies
mixotrofas emplean ambas vias de crecimiento al mismo tiempo (Pérez et al. 2015;
Roostaei et al. 2018).

2.2 Chlorella sorokiniana

Es una microalga verde, no motil, unicelular, que se encuentra ampliamente
distribuida en diferentes ecosistemas. Segun su clasificacion taxondmica, pertenece a
la Division Chlorophyta, Clase Trebouxiophyceae, Familia Chlorellaceae (Baudelet et
al. 2017). Es una especie altamente productora de biocompuestos, que presenta un gran
potencial para la produccién de biocombustibles, suplementos nutricionales y de alto
valor agregado (Palacio, 2015; Cecchin et al. 2018). A pesar de su metabolismo
fotoautotrofo, la asimilacion de diferentes compuestos organicos como fuente de
carbono y energia, permiten su crecimiento de forma mixotrofa en medios
suplementados con estos nutrientes (Pérez et al. 2015; Gonzélez et al. 2017; Roostaei
et al. 2018). Las condiciones de cultivo de este microorganismo influyen en el
rendimiento de los metabolitos de interés. El uso de fuentes sencillas de carbono, como
acetato, potencian el rendimiento de biomasa, proteinas, lipidos y polisacaridos
(Cecchin et al. 2018). Azaman y colaboradores (2017) observaron un aumento del
volumen celular de C. sorokiniana cuando crecia en condiciones mixotréficas en
comparacion cuando el crecimiento se desarrollaba de forma autotrofica. Los autores
determinaron que el aumento del tamarfio celular es resultado de la acumulacion de
cuerpos lipidicos y otros metabolitos celulares, principalmente carotenoides. Aunque
estas condiciones de cultivo son beneficiosas para la obtencion de los compuestos
antes mencionados, induce a la vez, la disminucién del contenido fendlico y clorofilico
que ha sido asociado con una baja actividad antioxidante (Azaman et al. 2017). Otro

factor importante es la intensidad luminica, la cual incide en la produccion de los



compuestos carotenoides. Un aumento en la radiacion luminosa genera un incremento
de radicales libres que son perjudiciales para el microorganismo como respuesta a este
proceso, aumenta la sintesis de xantofilas y carotenos que actGan como agentes
antioxidantes (Safafar et al. 2015; Azaman et al. 2017). Segun Lizzul y colaboradores
(2018), la velocidad méxima de crecimiento para C. sorokiniana tanto en condiciones
de autotrofia, como de mixotrofia empleando como fuente de carbono acetato de sodio,
se obtuvo en el intervalo de temperaturas de 30 a 35 °C y con una intensidad luminica
entre 100-500 PE-m~2-s7L. Resultados similares obtuvieron Kumar y colaboradores
(2014), quienes observaron que la temperatura 6ptima de crecimiento fue de 30 °C y
la intensidad luminica de 100 pE-m2.st y a pH 7.5. En ambas investigaciones el
mayor rendimiento de biomasa se obtuvo en condiciones de cultivo mixotrofico. En
las investigaciones mencionadas se establecen las condiciones Optimas para la
obtencion de biomasa y metabolitos de interés. No obstante, en ninguno de los casos
se evalua la actividad bioldgica de los biocompuestos obtenidos.

2.3 Empleo de Chlorella sorokiniana para la produccion de biomoléculas con

actividad antitumoral.

Pocas son las investigaciones que refieren la produccién de biomoléculas con
actividad antitumoral por C. sorokiniana, a pesar de que la especie ha mostrado un
gran potencial para la obtencion de diferentes biocompuestos. En una investigacion
realizada por Chung y colaboradores (2012), se enfrent6 un extracto etandlico de C.
sorokiniana contra una linea celular humana de cancer de higado y se observé una
actividad apoptotica y anti-invasiva del extracto, mediada por la expresion de caspasas.
La caracterizacion del extracto mostré la presencia de luteina, B-caroteno, clorofila a
y b, compuestos a los cuales los autores le atribuyen la actividad antitumoral observada
(Chung et al., 2012). Resultados similares obtuvieron Lin y colaboradores (2017),
quienes reportaron la reduccién de la viabilidad celular de dos lineas celulares
humanas de cancer de pulmon al enfrentarla a un extracto acuoso de C. sorokiniana.
En el estudio determinan que el extracto incrementa la expresion de las proteinas
caspasa-3, caspasa-9 y PARP (del inglés Poly ADP-ribose Polymerases) las cuales
participan en los eventos de apoptosis (Lin et al., 2017). Safafar y colaboradores
(2015), caracterizaron un extracto metandlico obtenido de C. sorokiniana en el cual se

determind la presencia de astaxantina, p-caroteno, fenoles, clorofila a y b. Dicho



extracto demostré una alta actividad antioxidante pero no se evalud la actividad
antitumoral del mismo (Safafar et al., 2015). En un estudio mas reciente Ishiguro et
al. (2020) aislaron y purificaron una fracciéon de la membrana citoplasmatica de esta
especie en particular y la enfrentaron a una linea celular de carcinoma colorrectal
murino. Los autores evaluaron el efecto antitumoral e inmunomodulador sobre las
células cancerigenas y llegaron a la conclusion de que la fraccion evaluada contiene
un compuesto bioactivo que inhibe el crecimiento del carcinoma colorrectal y estimula
la inmunidad antitumoral del hospedero (Ishiguro et al., 2020). Aunque estas
investigaciones demostraron la produccion de los biocompuestos de interés, no se
logra dilucidar que biomolécula es la que presenta el efecto deseado. Ademas,
usualmente emplean como sustrato para la obtencion del extracto biomasa comercial
por lo que no establecen condiciones de cultivo para la 6ptima obtencion de los
metabolitos. En este proyecto proponemos realizar la elucidacién de los compuestos
por Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplado a masas, la cual
aportara informacion precisa sobre los compuestos presentes en el extracto metanolico.

Esta técnica no ha sido empleada para la caracterizacion de dicho extracto.

Una investigacion previa realizada por Reyna et al. (2018), demostro la actividad
citotoxica y apoptotica de un extracto metanolico obtenido de una cepa de C.
sorokiniana nativa del Estado de Nuevo Ledn. En dicho estudio, el extracto microalgal
fue enfrentado a la linea celular de linfoma murino L5178Y-R obteniéndose un
61.89% de citotoxicidad. No obstante, dicha investigacion dejo area de oportunidad
para la optimizacion de las condiciones cultivo, debido que se produjo el extracto bajo
condiciones autotroficas. Se evalud el efecto deseado en una linea celular de cancer de
origen animal y no de origen humano y no se caracterizd el extracto obtenido para la
determinacion de los diferentes biocompuestos que lo componen, por lo cual no se

logré determinar el compuesto responsable de dicha actividad

Por lo antes mencionado consideramos necesario realizar un estudio donde se
provean las condiciones de cultivo Optimas previamente reportadas en la literatura,
para potenciar la produccion de los metabolitos deseados y que permita determinar la
composicion del extracto mediante su fraccionamiento, caracterizacion y elucidacién
de su estructura para posteriormente evaluar su actividad antitumoral contra lineas
celulares humanas de cancer MCF-7 y HT29, sobre las cuales no se ha descrito ningin

efecto antitumoral.



2.4 Compuestos carotenoides

Los isoprenoides son una de las familias de compuestos més extensas que se conocen
en la naturaleza con méas de 50.000 moléculas isoprenoides diferentes descritas en
plantas, animales, bacterias y otros organismos (Villavicencio, 2015). La mayor
diversidad de estos compuestos se encuentra en las plantas, donde desempefian
funciones esenciales, que se clasifican en primarias y secundarias. Las primarias son
de importancia vital para la célula como: el mantenimiento de la fluidez de las
membranas a través de la insercion de esteroles, su intervencion en la cadena de
transporte electronico mitocondrial y fotosintética, asi como la prenilacion y
glicosilacién de proteinas en procesos de modificacién pos-traduccional (Caraballo,
2013; Dissook et al. 2021). La interaccion de las células con su entorno, la proteccion
contra especies reactiva del oxigeno, fotoproteccion y la defensa contra patégenos han

sido descritas como sus funciones secundarias.

Los carotenoides son los pigmentos isoprenoides con mayor distribucion y
abundancia en la naturaleza. Contienen una serie de dobles enlaces conjugados que
constituyen el grupo cromoforo de la molécula, responsable del color y de las
propiedades de absorcion de luz en estos compuestos. Estos pigmentos han sido
ampliamente estudiados por sus diversas funciones biol6gicas como: la captacién de
luz, fotoproteccion, precursores de hormonas, antioxidantes y anticancerigenos
(Talero et al. 2015; Cardoso et al. 2017; El-Hacka et al. 2019, Kusumaningrum et al,
2019). Se localizan en los centros de reaccién de los fotosistemas y en los complejos
antena, donde se unen a proteinas integrales de membrana y participan en la absorcion

de la luz y en la proteccion del aparato fotosintético frente a dafios fotoxidativos.

Existen dos tipos de carotenoides: los carotenos, que no contienen oxigeno en sus
anillos terminales y las xantofilas, luteinas, astaxantinas, violaxantinas y fucoxantinas,
que contienen oxigeno en sus anillos terminales (Arruabarrena et al. 2019). Los
carotenos son hidrocarburos polinsaturados lineales o ciclicos en uno o ambos
extremos de la molécula, siendo los mas abundantes el a-caroteno, el -caroteno y el
licopeno. Son responsables del color amarillento o anaranjado de muchas frutas
y verduras. El B-caroteno esta compuesto de dos grupos retinilo que al escindirlos
forma dos moléculas de vitamina A. El a-caroteno y el y-caroteno también son

precursores de vitamina A, pero en menor medida que el B-caroteno, debido a que solo



presentan un grupo retinilo. Segin Pham y colaboradores (2013) la produccion de B-
caroteno redujo la migracion, invasion, y la expresion de metaloproteinasas en la linea
celular humana de cancer de colon LoVo (Pham et al., 2013). Las xantofilas son
derivados oxigenados de los carotenos y presentan una gran variedad de funciones en
los organismos fotosintéticos. La astaxantina ha demostrado la inhibicion del
crecimiento de lineas celulares de cancer colorrectal humano (CRC), incluyendo las
lineas celulares HCT-116, HT-29, LS-174, WiDr y SW-480 (Palozza et al. 2009).
Ademas, su actividad antioxidante impide la genotoxicidad y la citotoxicidad de las
especies reactivas del oxigeno (El-Hacka et al. 2019). La luteina también ha mostrado
actividad anti-inflamatoria, antitumoral y anticancerigena (Cardoso et al. 2017; Intan
et al. 2018). Extractos de Chlorella vulgaris, cuyo constituyente mayoritario fue la
luteina, mostro un efecto anti-proliferativo en la linea celular de cancer de colon HCT-
116 (Cha et al. 2008). Segtn Cordero y colaboradores C. sorokiniana constituye una
excelente fuente para la obtencion de esta biomolécula (Cordero et al. 2011). La
violaxantina obtenida de Dunalliela tertiolecta (Pasquet et al. 2011) y Chlorella
ellipsoidea han mostrado efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos contra la linea
celular HCT-116 (Soontornchaiboon et al. 2012).

Ademas de los biocompuestos carotenoides, las microalgas producen otras
biomoléculas con actividad anticancerigena. Los glicolipidos como monogalactosil-
diacilglicerol (MGDG) y digalactosil-diacilglicerol (DGDG) presentan una destacada
capacidad de inhibicion de la ADN-polimerasa y la topoisomerasa Il, por lo cual se les
ha atribuido el papel de inmunomoduladores y agentes antitumorales (Rodriguez,
2017). La evaluaciéon de la actividad de compuestos polisacaridicos y de origen
peptidico también ha demostrado un gran potencial en la inhibicion del crecimiento de

las células cancerigenas (Talero et al. 2015; Intan et al. 2018).



2.4.1 Ruta del metileritritol fosfato.

Para la formacion de los carotenoides se necesita la presencia de dos precursores
fundamentales los cuales son los isoprenos activos de 5 atomos de carbono, isopentenil
pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Mediante la via del Mevalonato
(MVA) muchos organismos sintetizan el IPP y posteriormente lo isomerizan a
DMAPP por la enzima isopentenilo pirofosfato isomerasa (IP1) (Caraballo, 2013). Sin
embargo, existe una ruta alternativa independiente de la del mevalonato (MVA),
denominada ruta del no mevalonato o 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) definida
completamente hace tan solo unos afos, la cual es la principal responsable de la
sintesis de carotenoides en plantas, algas y bacterias (Dissook et al. 2021). Ambas
rutas se localizan en compartimientos celulares diferentes. La ruta MEP se desarrolla
en los cloroplastos y la ruta MVA en el citoplasma. Ademas, difieren en el paso de
condensacion inicial. En la ruta citos6lica MVA, el IPP se sintetiza por condensacion
de 3 moléculas de acetil CoA, mientras que la ruta del MEP se produce por la
condensacion de piruvato con el gliceraldehido 3 fosfato (Koley et al. 2020). Ademas,
en la ruta MEP, a diferencia de la ruta MVVA, produce en el dltimo paso IPP y DMAPP.
En plantas y algunas clases de algas la ruta MVA, suministra precursores para la
biosintesis de citoquinas, ubiquinona mitocondrial, esteroles citosélicos y
poliprenoides mientras que la ruta MEP, reproduce precursores para isoprenoides
plastidicos tales cémo carotenoides, fitol, fitohormonas, cadena lateral de la
plastoquinona y productos mono y diterpenos de plantas y algas. La unién del IPP con
DMAPP catalizada por la enzima genaril genaril pirofosfato sintasa (GGPPS) da como
resultado la formacion del intermediario genaril genaril pirofosfato (GGPP), precursor
de fitoeno e imprescindible para la sintesis de carotenos (Alquéazar, 2007; Caraballo,
2013). En la Figura 1 se muestra de forma esquematica la ruta MEP.
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Figura 1. Ruta metabdlica del metileritritol fosfato. Abreviaciones: Pyr, piruvato; G3P, gliceraldehido
3 fosfato; DXS, 1-Desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, DXR, 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato
reductoisomerasa; MEP, 2-C-metileritritol 4-fosfato; CMS, 2-C-metil-D-eritriol 4-fosfato
citidiltransferasa; CMK, 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinasa; MCS, 2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato sintasa; HDS, HMB-PP sintasa; HMB-PP, €-4-hidroxi-3-metil-but-2-enil pirofosfato;
HDR, HMB-PP reductasa; IPP, isopentenil difosfato; DMAPP, dimetilalil pirofosfato.

2.4.2 Biosintesis de carotenoides y xantofilas.

La sintesis de fitoeno a partir de GGPP representa el primer paso en la biosinteis de
carotenoides. La reaccion es catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY), llevando
a cabo la condensacion de dos moléculas de GGPP en una molécula de fitoeno, primer
caroteno incoloro de la ruta biosintética (Alquéazar, 2007). En los siguientes pasos,
una serie de cuatro desaturaciones y dos isomerizaciones incrementan la serie de
dobles enlaces conjugados y transforman el 15- cis isomero fitoeno en todo-trans
licopeno, un carotenoide rosa/rojo. En este proceso participan las enzimas fitoeno
desaturasa (PDS), (-caroteno isomerasa (Z-ISO), (-caroteno isomerasa (ZDS) y
carotenoide isomerasa (CRTISO), asi como una isomerizacion mediante luz (Koley et
al. 2020). Los pasos de desaturacion transforman el fitoeno a licopeno, incrementando

el nimero de dobles enlaces conjugados de cinco a once.
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El licopeno es el principal precursor de los carotenos y xantofilas. La ciclacion del
licopeno en sus extremos por licopenos ciclasas (LCY) produce dos tipos de anillos 3
y &, los cuales difieren unicamente en un solo doble enlace en el ciclohexano. La
enzima B-LCY actta en ambos extremos de la molécula de licopeno produciéndose y-
caroteno en el proceso. En cambio, €-LCY solo actia en uno de los extremos de la
molécula originandose d-caroteno. La formacion de a-caroteno depende de la accion

de B-LCY en el extremo lineal de 6-caroteno.
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Figura 2. Ciclacion del licopeno. Las enzimas que catalaizan cada reaccion: LCY'e, g-licopeno ciclasa;
LCYD, B -licopeno ciclasa. Adaptado de Alquézar (2007).

Las xantofilas se diferencian de los carotenos por ser compuestos oxigenados. La
oxidacion enzimatica tanto del a-caroteno cémo del B-caroteno produce luteina y
zeaxantina respectivamente. La hidroxilacion de los anillos B es catalizado por la
accion de la enzima B-caroteno hidroxilasa (B-CHX), mientras que sobre los anillos €
actua la e-CHX (Caraballo, 2013). Posteriores modificaciones de la zeaxantina por la
introduccion de grupos epoxi debido a la accion de la enzima zeaxntina epoxidasas
(ZEP) da como resultado anteraxantina y violaxantina. La reversion de este paso es
posible por la accion de la enzima violaxantina epoxidasa (VDE) la cual cataliza la

epoxidacion de la violaxantina revertiendo asi el paso anterior.
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Figura 3. Biosintesis de xantofilas por oxigenacion de a y B-carotenos. Las enzimas que catalizan
cada reaccion: B-CHX, B-caroteno hidroxilasa; e-CHX, e-caroteno hidroxilasa; ZEP, zeaxantina

epoxidasas; VDE, violaxantina epoxidasa. Adaptado de Alquézar (2007).

2.5 Cancer y actividad anticancerigena

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define “Céancer” cdmo término genérico
que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte
del organismo. Una caracteristica definitoria del cancer es la multiplicacion rapida de
celulas anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir
partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, por un proceso que se
denomina metastasis. Para el afio 2019 las afecciones por cancer de traquea, bronquios
y pulmoén representaban la sexta causa de muerte en el mundo aumentado de 1.2
millones a 1.8 millones de fallecidos con respecto al afio 2000. En el afio 2020 se
reportaron casi 10 millones de fallecimientos siendo los de mayor incidencia el cancer
de mama (2,26 millones de casos), pulmonar (2,21 millones de casos), colorrectal
(1,93 millones de casos), de préstata (1,41 millones de casos), de piel (no melanoma)
(1,20 millones de casos) y gastrico (1,09 millones de casos). En la Figura 4, se muestra
un valor estimado del nimero de muertes y casos de incidencias por tipo de cancer

hasta diciembre 2020. Como se puede observar el cancer de pulmon y el colorrectal



son los causantes de mayor mortalidad con 1 796 144 y 935 173 muertes

respectivamente.
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Figura 4. Valor estimado del nimero de muertes y casos de incidencias por tipo de cancer a nivel
mundial. Las barras azules representan los casos incidentes y las rojas las muertes. Tomado de Cancer

Today (iarc.fr).

Cerca del 70% de las muertes por cancer se registran en paises de ingresos medios
y bajos. La deteccion de cancer en una fase avanzada y la falta de diagndstico y
tratamiento son problemas frecuentes. En 2017, solo el 26% de los paises de ingresos
bajos informaron que la sanidad publica contaba con servicios de patologia para
atender a la poblacion en general. Méas del 90% de los paises de ingresos altos ofrecen
tratamiento a los enfermos oncoldgicos, mientras que en los paises de ingresos bajos
este porcentaje es inferior al 30% (OMS, 2018). Ademas, segun la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) el cancer también es la segunda causa de muerte en
América y se estima que cada afio 2.9 millones de personas son diagnosticadas y 1.3
millones mueren por esta enfermedad. Para el afio 2025 se prevé que, la carga del
cancer aumente a mas de 4 millones de nuevos casos y 1.9 millones de muertes, si no
se toman medidas adicionales (OPS, 2018). Como se muestra en la Figura 5 en el
Continente Americano en el 2020, al igual que el resto del mundo, la mayor mortalidad
la posee el cancer de pulmén seguido por el colorrectal con 246 268 y 133 422 muertes
al afo respectivamente. Otro aspecto para tener en cuenta es que la mayor incidencia
de casos corresponde al cancer de mama, tanto a nivel mundial como regional. A pesar
de que esta enfermedad no sea tan letal como las antes mencionadas, causa mas de
650 000 muertes al afio en el mundo y mas de 100 mil en el Continente Americano.

Los datos expuestos sefialan que estos dos tipos de cancer en especifico presentan una
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gran letalidad y se han convertido en un reto a superar a través de la generacion de
nuevos farmacos y terapias méas eficaces. En tal sentido, en nuestro proyecto
trabajamos con las lineas celulares HT29, la cual es una linea de adenocarcinoma
humano de colon y la MFC7 que es de adenocarcinoma humano de mama. Las lineas
fueron enfrentadas al extracto metandlico y a las fracciones y/o compuestos puros
obtenidos a partir de la biomasa de C. sorokiniana y se evalu6 su efecto citotoxico
sobre las células. El tratamiento del cancer requiere una cuidadosa seleccion de una o
mas modalidades terapéuticas tales como la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.
Debido a que son procedimientos altamente invasivos y producen efectos secundarios
muy dafinos para el paciente, constantemente se estan buscando nuevas opciones
farmacoldgicas de tratamiento (OMS, 2018). Los productos naturales,
fundamentalmente aquellos producidos por microalgas han sido estudiados por su
efecto anticancerigeno (Palozza et al. 2009; Pham et al. 2013; Talero et al. 2015;
Encarnacao et al. 2015). Se presume que estas biomoléculas interfieren con la
iniciacion, desarrollo y progresion del cancer por medio de la modulacién de varios
mecanismos como: la proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis, angiogénesis y
metéstasis (Intan et al. 2018). Aunque bien no se han dilucidado los mecanismos de
accion de estos compuestos, los resultados obtenidos en las diferentes investigaciones
desarrolladas son esperanzadores e indican que las microalgas son una fuente

sustentable de componentes bioactivos de interés para la industria biofarmacéutica.
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Figura 5. Valor estimado del nimero de muertes y casos de incidencias por tipo de cancer para el
Continente Americano. Las barras azules representan los casos incidentes y las rojas las muertes.

Tomado de Cancer Today (iarc.fr).
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2.6. Lineas celulares

2.6.1 HT29

La linea celular HT29 proviene de un tumor primario de colon de una mujer
caucésica de 44 afios. Forma un adenocarcinoma bien diferenciado. Presenta un modo
de crecimiento adherente y su morfologia es epitelial. EI medio de cultivo
recomendado para esta linea celular es el Medio Esencial Minimo de Eagle
suplementado con 2mM Glutamina + 1% Aminoacidos no Esenciales + 10% Suero
Fetal Bovino (ATCC, 2021).

2.6.2 MCF7

Se estableci6 a partir del derrame pleural de una mujer caucésica de 69 afios que
padecia un adenocarcinoma de mama. Las células presentan algunas caracteristicas del
epitelio mamario diferenciado, incluyendo la sintesis de estradiol y la formacion de
cUpulas. Las células pueden ser portadoras de retrovirus de tipo B o C y se considera
que representan un patégeno de categoria 2. Las células expresan tanto los receptores
de estrogeno de tipo salvaje como la variante, asi como el receptor de progesterona.
Las células deben manipularse bajo el nivel de contencion 2 del laboratorio. Se emplea
ampliamente para estudios de radio sensibilidad y toxicidad tanto in vitro como in vivo
(Venugopal et al. 2017).

2.6.3 Vero

Aisladas del rifion de un Mono Verde africano adulto normal. Las células Vero son
células dependientes de anclaje y tienen amplias aplicaciones en la investigacion de
biologia molecular y celular. Las células Vero tienen un cariotipo pseudodiploide y
son las lineas celulares preferidas para la propagacion de diversos virus, como el
poliovirus, el rotavirus de la gripe y el virus de la rabia. Estas células son huéspedes
utiles para la produccion de vacunas. Se han aplicado en diferentes estudios para
evaluar la actividad citotoxica de determinados compuestos frente a células sanas y

para la determinacion del efecto antiviral de farmacos (ATCC, 2821a).



2.6.4 L5178Y-R

Esta linea celular es un linfoma murino que se obtuvo de la ATCC (American Type

Culture Collection). Esta deriva de un tumor de timo inducido con metilcolantreno, en

ratones DBA/2. Las células fueron adaptadas a crecimiento in vitro, en una suspension

celular llamada L5178Y. Se emplea ampliamente para estudios de radio sensibilidad

y toxicidad tanto in vitro como in vivo (Sigma Aldich, 2021).

Las lineas celulares HT29, MCF7 y Vero fueron proporcionadas por el Laboratorio de

farmacologia molecular y modelos bioldgicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de

la UANL. En la Tabla 1 se muestra una descripcion mas especifica de las lineas

celulares mencionadas.

Tabla 1. Descripcion de las lineas celulares HT29, MCF7, Veroy L5178Y-R.

Linea celular HT29 MCF7 VERO L5178Y-R.

Morfologia Epitelial Epitelial Fibroblasto Células tipo
linfoblasto

Tejido Epitelio Epitelio mamario | Conectivo Linfoide

colorrectal
Origen Colon humano | Mama humana Rifion de Mono | Timo de ratdn
Verde africano DBA/2
Crecimiento Adherente Adherente Adherente Suspensién




CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

La microalga Chlorella sorokiniana produce al menos un compuesto carotenoide
con actividad antitumoral in vitro contra las lineas celulares humanas de cancer MCF-

7'y HT29 bajo condiciones mixotroficas.

3.2 Objetivo general

Caracterizar y elucidar la estructura de los biocompuestos con actividad antitumoral
in vitro producidos por la cepa Chlorella sorokiniana bajo condiciones de cultivo

mixotrofica.

4.3 Objetivos especificos

e Reactivacion, establecimiento y crioconservacion de un cultivo axénico de C.
sorokiniana.

e Produccién de la biomasa de C. sorokiniana bajo condiciones mixotroficas
para la posterior obtencion de extracto metandlico crudo.

e Determinacion del efecto citotoxico in vitro del extracto metandlico crudo en
contra de las lineas celulares MCF-7, HT29, L5178Y-R y Vero.

e Fraccionamiento de los compuestos presentes en el extracto crudo metanolico
por medio de cromatografia en columna.

e Evaluacion del efecto antitumoral in vitro de los compuestos puros y/o
fracciones obtenidas en contra de las lineas celulares MCF-7, HT29, L5178Y -
Ry Vero.

e ldentificacién de los compuestos presentes en el extracto crudo y en las

fracciones.



CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Reactivacion de la cepa Chlorella sorokiniana

La cepa de Chlorella sorokiniana se encontraba preservada a una temperatura de
4°C en medio liquido, en condiciones axénicas. La reactivacion de la cepa se realizo
mediante su cultivo en el medio minimo salino LC liquido (L6pez et al., 2010)
tomando 1 mL del medio original. Se emplearon matraces Erlenmeyer de 250 mL con
50 mL de volumen de trabajo. Se incubaron durante 192 horas a una temperatura de
30°C, pH 7 e intensidad luminica de 100 HE-m2-s7L. La pureza de la cepa se evalud
mediante tincion de Gram y siembra en medio semi solido Luria Bertani (LB)
(Mergeay, 1985) para descartar la contaminacién de las microalgas por hongos o
bacterias. El aumento de la densidad celular se determind por recuento en cdmara de

Neubauer (Neubauer improved, Marienfeld, Alemania) de 0,1 mm de profundidad.
4.2 Crioconservacion

La crioconservacién de la cepa se llevdo a cabo empleando como Agente
Crioprotector DMSO al 10% (v/v) y se almacenaron en congelacion a -80 °C
(ThermoScientific, 8744) hasta su posterior uso en los ensayos bioldgicos.
Posteriormente, se determind su indice de viabilidad (ver Ec 1) post-congelacion por
la siguiente formula planteada por Cafiavate y Lubian (1995). La concetracion de
DMSO empleada ha mostrado ser la mas eficaz para la criopreservacion de microalgas
clorofitas (Bui et al. 2013; Morschett et al. 2016; Tessarolli).



IV = (%Jx( Céob leOO
‘ o Ec1

Donde 1V es el indice de viabilidad, Coy C1oson las concentraciones inicial y final
después de la crioconservacion respectivamente. C; es la concentracion méaxima
obtenida antes de la conservacion y tanto a como b son coeficientes de regresion
obtenidos al graficar el crecimiento postcongelacion.

4.3 Produccién de la biomasa de Chlorella sorokiniana bajo condiciones

mixotroéficas

Para la obtencion de la biomasa requerida en los ensayos de citotoxicidad in vitro
se cultivo de la cepa C. sorokiniana en condiciones de mixotrofia. Se empled el medio
nutritivo LC (L6pez et al., 2010) modificado con glucosa como fuente de carbono a
una concentracion final de 4 g/L. Se prepararon 9 matraces Erlenmeyer de 2 L de
volumen total con capacidad de trabajo de 1 L para un total de 9 L de medio de cultivo.
La cepa se incubo durante 10 dias bajo las condiciones de cultivo 6ptimas previamente

descritas (temperatura 30 °C, intensidad luminica de 100 pE-m~2.s y pH 7.0).

4.3.1 Monitoreo de la produccién

Durante el tiempo de cultivo se evalu6 la pureza por microscopia éptica, tincion de
Gram y mediante su crecimiento en el medio semi sélido LB. ElI monitoreo del
crecimiento microalgal se efectué mediante la medicion de la absorbancia a 750 nm

con un espectrofotometro (7200 Unico) cada 24 horas de cultivo.

4.3.2 Colecta, concentracion y liofilizacion de la biomasa

Una vez que el cultivo llego a la fase estacionaria mostrando un estancamiento en
la produccidén de biomasa, se procedi6 a la colecta y concentracion dejando sedimentar
la biomasa por 24 horas a 4°C. Una vez terminado este proceso, se descart6 parte del
sobrenadante y se centrifugo el cultivo a 5000g durante 15 minutos (THERMO
Scientific, ST16R, Waltham MA) descartando el sobrenadante. La biomasa obtenida
se conservd a 4°C, posteriormente se realizd un secado por liofilizacién (Labconco,

Freezone 4.5, Kansas City MO) y una vez que se obtuvo la biomasa seca, se procedid



a su pesado y obtencion del extracto metandlico. Debido al limitado volumen de
secado del equipo de liofilizacion se empled el secado por pulverizacion (Mobile
Minor™ Spray Drye) para procesar mayor volumen de cultivo. La temperatura de
entrada se fijo a 50°C y la de salida a 80°C con un flujo de trabajo de 20 mL/min. Bajo
estas condiciones de operacion se redujo la exposicion de la biomasa al calor y se logré
la deshidratacion deseada.

4.4 Obtencion del extracto metanolico (EM)

Para la obtencion del extracto metanolico se resuspendieron 2 g de la biomasa
seca en 10 mL de metanol al 99.98% en frascos de vidrio color &mbar de 100 mL. Para
homogeneizar la disolucion los frascos se colocaron sobre una placa de agitacion,
agregando un agitador magnético dentro de los mismos. La mezcla se mantuvo en
agitacion por 48 horas. Transcurrido este periodo, se filtr6 el liquido utilizando
microfiltros de 0.22 um y se dispenso en viales de 2 mL a razén de un 1 mL por vial.
Para la evaporacion del solvente y lograr la sequedad total del extracto se colocaron
los viales en un desecador al vacio por 6 horas (SpeedVac, Savant SPD121P). Una vez
evaporado el solvente se procedio a disolver el extracto organico (7 mg) en 1 mL de
solucion 1:10 de metanol-medio RPMI y posteriormente se diluy6 en 6 mL de medio
RPMI adicionales, logrando asi una concentracion de 1 mg/mL. Los extractos se
mantuvieron en congelacion hasta su posterior uso. Este procedimiento se empled para
la obtencion de baja cantidad de extracto; la necesaria para hacer los ensayos de
citotoxicidad. Para la identificacion de los compuestos presentes en el extracto se
trabajo con un volumen tres veces mayor, por tanto, se le hicieron cambios a la
metodologia antes descrita. La biomasa (16 g) fue tratada con metanol durante 48 h.
Transcurrido este tiempo se filtrd utilizando un embudo de vidrio y un papel filtro
Whatman No. 1. La evaporacion del solvente se realiz6 en un rotaevaporador (Buchi,
Rotavapor® R-300) hasta alcanzar un volumen de 50 mL y se afiadié 10 g de silica gel
para impregnar el EM y lograr la sequedad tota. Una vez impregnado el extracto crudo

se procediod a su fraccionamiento en columna cromaografica.



4.5 Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro del extracto metandlico contra
las lineas celulares MCF-7, HT29, Veroy L5178Y-R

La actividad citotdxica in vitro del extracto metanolico en contra de las lineas
celulares MCF-7, HT29, Vero y L5178Y-R se determind mediante ensayos en
microplaca utilizando la técnica colorimétrica del MTT (bromuro de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-ilo-2,5-difeniltetrazol). Este ensayo se basa en la reduccién metabodlica
del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto de color azul (formazan), que se producen de forma natural cuando las
células son viables. Las lineas celulares fueron facilitadas por el laboratorio de
farmacologia molecular y modelos bioldgicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la UANL vy se cultivaron en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10%. Las células se sembraron en microplacas de 96 pozos de fondo plano (Corning,
New York, USA), ajustando a 1x10* células/pozo y se incubaron a 37°C en una
atmosfera de 5% CO> durante 48 horas o hasta que se alcanzara una confluencia del
80%. Posteriormente se desech6 el medio de cultivo exhausto y se le afiadié 100 pL
de medio fresco por pozo y se colocé 100 pL del tratamiento (extracto metandlico 1
mg/mL) realizando diluciones seriadas 1:2 partiendo de 500ug/mL. Como control
positivo se utilizaron 100 pL del antineoplésico vincristina (0.5 pg/mL de
concentracion), como control negativo 100 puL de medio de cultivo y como vehiculo
metanol al 1% diluido en RPMI. El metanol no presenta citotoxicidad para las células
tratadas a concentraciones inferiores al 5% (v/v), no obstante, se evalud su efecto y se
le resto al efecto citotoxico total. Los cultivos se incubaron durante 48h a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO2. Al finalizar este periodo de tiempo, se colocaron 15 pL de
MTT a una concentracion final de 0.5 mg/mL y se incubaron 3 h adicionales;
posteriormente se retird el sobrenadante y se afiadieron 80 pL de DMSO a todos los
pozos, las densidades Opticas se determinaron en un lector de microplacas (DTX 880
Multimode detector, Becton Dickinson, Austria) a 570 nm (Reyna et al., 2018).



4.6 Obtenciodn de las fracciones del Extracto Metandlico
4.6.1 Seleccién de disolventes

El extracto metanolico crudo se llevo a sequedad por medio de rotaevaporacion
(alcanzando una temperatura de 37°C y una presion de 150 mBar). El deshidratado
obtenido se mezcl6 con diferentes solventes seleccionados en base a su solubilidad
(Metanol, Acetato de etilo y n-Hexano). Mediante cromatografia en capa fina se
observO que la mezcla de solventes proporcionaba mayor separacion de los

compuestos.

4.6.2 Cromatografia en columna

Se utilizaron 3 g del extracto metanolico crudo de la microalga llevado a sequedad
por medio de rotaevaporacion. El proceso se realiz6 en una columna de silica gel 60,
empacada con n-hexano, utilizando un gradiente de concentracion de los disolventes
n-Hexano y Acetato de etilo en una proporcién 1:1. Las fracciones del proceso se
colectaron y concentraron por medio de rotaevaporacion, para observar la composicion

mediante cromatografia en capa fina.

4.6.3 Cromatografia en capa fina

Mediante una placa cromatografica TLC Silica gel 60 (20 x 20 cm) activada, se
aplicaron las diversas fracciones en la placa mediante un minicapilar (1.15 mm de
didmetro), la cdmara fue saturada con la mezcla de disolventes escogidos n-hexano y
Acetato de etilo, como fase mdvil. La cantidad de muestra aplicada fue ensayada
previamente, dejando secar entre cada gota, una vez aplicada la muestra se procedio a
hacer la separacion cromatogréafica, durante aproximadamente 5 min, de modo que la
longitud de corrida de la fase moévil llegara a 0.5 cm del borde, distancia que permitié
observar la separacion de grupos de compuestos de acuerdo a la polaridad.
Posteriormente se dejé secar la placa a temperatura ambiente y se observé bajo la luz
de una lampara UV a 234 nm, 326 nm y 204 nm. En algunos casos se reveld con

vapores de Yodo.



4.7 Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de las fracciones del extracto

metanodlico contra la linea celular MCF-7

La actividad citotdxica in vitro de las fracciones del extracto metandlico en contra
de la linea celular MCF-7 se determin6 mediante la técnica colorimétrica antes descrita
en el apartado 4.5. Cada fraccion se enfrenté de forma individual contra la linea de
cancer de mama a las mismas concentraciones evaluadas para el EM. Cada
experimento se hizo por triplicado. Como control positivo se utilizaron 100 pL del
antineoplasico vincristina (0.5 pg/mL de concentracion), como control negativo 100
pL de medio de cultivo y como vehiculo metanol al 1% diluido en RPMI.

4.8 Elucidacién de la composicion quimica del extracto metandlico y de las

fracciones.

La elucidacion de los compuestos quimicos presentes en el EM y en las fracciones
se llevo a cabo mediante un equipo de cromatografia liquida de ultra resolucion UPLC-
MS/MS, acoplado a un detector de masas QDA® de Waters (Milford, MA, EE.
UU.). Columna ACQUITY UPLC CORTECS® C18 1.6 um 3.0 x 100 mm. Modo Ion
positivo, temperatura de columna 40 °C, temperatura de automuestreador 15 °C. Se
tomd 1mg de la muestra y se disolvié en metanol grado HPLC, la muestra se filtré a
través de un filtro 0.45 um y se traspas6 a un vial de vidrio. La elucién se logré con
acido formico al 0.1% en agua ultra pura (Fase A), acetonitrilo (Fase B) y acetato de
amonio al 5mM (Fase C). Velocidad de flujo 0.3 mL/min, volumen de inyeccién 3 pL.
La composicion de los solventes a lo largo del tiempo fue la siguiente: inicial A: 5%;
B: 85%; C: 10%, a los 3.0 min aumento A: 15%; B: 75%; C: 10%, cambiando a los
10.0 min A: 5%; B: 85%; C:10%. Tiempo de corrida fue de 15.0 min.



CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Reactivacion y crioconservacion de la cepa Chlorella sorokiniana

La reactivacion de la cepa C. sorokiniana se llevo a cabo como se describio en el
apartado 4.1. La evaluacién de la pureza del cultivo se hizo mediante tincion de Gram
y crecimiento en medio agarizado LB. Por lo general, las microalgas crecen asociadas
a otros microorganismos como bacterias, hongos o levaduras y se dificulta su cultivo
axénico. Su tiempo de generacion es una gran desventaja ante otros microorganismos
como las bacterias que se multiplican considerablemente en un menor lapso de tiempo
bajo las mismas condiciones ambientales. Sin embargo, el metabolismo fotoautétrofo
de las microalgas les permite su desarrollo en condiciones donde los nutrientes sean
limitados en el medio dandole ventaja sobre otros microorganismos que necesiten
fuente de carbono y de energia organica para su supervivencia. La reactivacion de la
cepa se realizd en condiciones de fotoautotrofia como medida preventiva para

minimizar el riesgo de contaminacion.
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Figura 6. Reactivacion de la cepa Chlorella sorokiniana en condiciones de fotoautotrofia.



La crioconservacion se realiz6 con el objetivo de almacenar durante el tiempo de
investigacion la cepa, sin dafiar sus propiedades bioldgicas. El proceso de
criopreservacion se desarrolld6 como se describe en la seccion 4.2. Para la
determinacion del indice de viabilidad, se compararon los crecimientos pre y post-
congelacion a través de la formula propuesta por Cafavate y Lubian (1995). Como se
observa en la Figura 6, la concentracion celular méaxima alcanzada antes de la
preservacion (Ci) fue de 1.06x10% células/mL y de 4.29 x 107 células/mL la maxima
alcanzada post conservacion. El indice de viabilidad calculado para la
crioconservacion al 10% de DMSO fue del 35.95%. Unas de las causas de la baja
viabilidad se le puede atribuir a la diferencia de concentracion inicial en ambas etapas.
Al inicio del cultivo de preconservacion, la cantidad de células por mililitro era de
9.91x10° y solo de 3.21x10° células por mililitro para el cultivo de poscongelacion. La
diferencia de concentracion de células iniciales también influy6é en el tiempo que
demoro el cultivo en alcanzar la fase exponencial del crecimiento observandose una
diferencia entre ambas etapas de 50 horas (Fig. 6). Otro factor que influye en la
viabilidad es la toxicidad que presenta el DMSO sobre las células, razon por la cual

generalmente se emplea en concentraciones bajas.
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Figura 7. Crecimiento de C. sorokiniana mostrado después de la criopreservacion con DMSO al
10%.

La criopreservacion de los microrganismos es un método ampliamente empleado
para almacenar los mismos por prolongados periodos de tiempo reduciendo el riesgo
de contaminacion y sin que pierdan sus caracteristicas de interés. En el caso de las

microalgas se han realizado diferentes investigaciones para determinar los agentes



crioprotectores (ACP) mas eficaces en el proceso de congelacion. Segun un estudio
realizado por Tessarolli y colaboradores (2017) el uso de DMSO al 5% como ACP
para microalgas clorofitas fue satisfactorio. De las 62 especies evaluadas 58 superaron
con exito la etapa de congelacion de las cuales, el 74% presento valores de viabilidad
superiores al 70%. Las caracteristicas de este grupo de algas como su reducido tamafio
y su simplicidad morfoldgica lo hacen mas tolerante al proceso de criopreservacion.
El principal problema durante la congelacion es la nucleacion del agua formando
cristales de hielo en el interior celular provocando dafios fatales. El éxito de la
operacion depende indiscutiblemente del equilibrio de pérdida de agua celular a
medida que disminuya la temperatura para evitar la formacion de hielo intracelular,
mientras se mantienen las condiciones minimas necesarias para la supervivencia de las
células (Tessarolli et al. 2017). Los CPA penetrantes, como el MeOH y el DMSO
pueden permeabilizar rapidamente las membranas celulares, lo que ademas de su
capacidad coligativa de mantener las sales en solucién, afectan a la nucleacién de los
cristales de hielo formando fuertes enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua.
EL DMSO es un ACP muy empleado en la criopreservacion de células de forma
general. Su concentracion éptima varia entre 5 — 10% (v/v) por ser un compuesto que
presenta toxicidad. El empleo de concentraciones inferiores al 5% (v/v) no garantizan
una alta supervivencia celular. Un estudio realizado por Avilay Llano. (2014) mostro
un indice de viabilidad para Chlorella vulgaris del 1.63% empleando como
crioprotector DMSO al 3% (v/v). A pesar de la baja viabilidad, los autores refieren que
la concentracidn celular post-congelacion luego de 5 dias no fue diferente a los valores
reportados en cultivos no congelados. Ademdas, no se evidencio alteraciones
morfoldgicas con respecto a células no congeladas. La combinacion de DMSO al 10%
(v/v), etilenglicol 10% (v/v) y L-prolina al 10% (w/v) demostro ser efectiva para la
crioconservacion de C. vulgaris, obteniendo un indice de viabilidad superior al 60%
(Morschett et al. 2016). Bui y colaboradores (2013) evaluaron diferentes
concentraciones de DMSO (0, 0.5, 3, 4, 5, 6, 7, 12, 15% (v/v)) en tres aislados de
microalgas clorofitas pertenecientes a los géneros Palmellopsis y Chlamydomonas
observando que a una concetracion de 6.5 (v/v) se obtuvo el mayor indice de viabilidad
(35%). Los autores tambien refieren el uso de sacarosa como osmolito extracelular que
deshidrata la célula, facilita la permeabilidad del DMSO y es empleada en algunos

casos como fuente de carbono.



5.2 Produccion de la biomasa de Chlorella sorokiniana bajo condiciones
mixotroficas.

Una de las caracteristicas ventajosas de C. sorokiniana es su crecimiento en
condiciones de mixotrofia. Para la produccion de una mayor cantidad de biomasa
necesaria para el desarrollo de posteriores ensayos, se crecio la cepa empleando como
fuente de carbono glucosa a 4 g/L en un ciclo de 24 de horas de luz a una intensidad
luminica de 100 pE-m~2-s71. El tiempo de cultivo fue de siete dias, aunque se observé
que el final de la fase exponencial e alcanzo entre las 100 a 110 horas de incubacion.
En la figura 8 se muestra el crecimiento de la cepa en las condiciones antes

mencionadas.
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Figura 8. Crecimiento de C. sorokiniana en condiciones de mixotrofia.

En este caso no se empled el método de conteo directo de células en camara de
Neubauer; se evaluo el crecimiento midiendo la absorbancia del cultivo a A=750 nm,
longitud de onda a la cual las clorofilas y otros pigmentos accesorios no interfieren.
La velocidad maxima especifica de crecimiento alcanzada fue de 0.9961 dias™, siendo
superior a la obtenida en condiciones de autotrofia (0.3 dias™). La velocidad alcanzada

es semejante a valores obtenidos en otras investigaciones como la desarrollada por



Ribeiro y colaboradores (2019) siendo de 0.94 dias™ para C. sorokiniana, e incluso
superior a las referidas por Kim et al. (2013; 2013a) siendo 0.44 dias™ en cultivo
mixotréfico y 0.53 dias? en heterotrofia. Otros estudios donde se establecen
condiciones Optimas de cultivo para C. sorokiniana, se logran velocidades de
crecimiento mayores a las obtenidas en este proyecto, Segun Lizzul et al. (2018) la
cepa C. sorokinana UTEX 1230 alcanz6 una velocidad méaxima de 0.12 h* utilizando
como fuente de carbono acetato de sodio a 2 g/L. El crecimiento microalgal se
desarroll6 en un biorreactor con condiciones controladas de pH, temperatura,
intensidad luminica y contaba con suministro controlado de CO.. Resultados similares
obtuvo Kumar et al. (2014) en igual ensayo de optimizacion de la produccion de

biomasa de la microalga.

En general, la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo dependera
tanto de las condiciones bioticas como abioticas del ambiente donde se desarrolle. Si
se le proporcionan las condiciones Optimas de cultivo se alcanzard una mayor
velocidad de crecimiento, se producird una mayor cantidad de biomasa y los tiempos
de produccién se reduciran. En cuanto a la produccion de biomasa bajo las condiciones
de cultivo impuestas se obtuvo 1.88 g/L. Este resultado es semejante al obtenido por
Mondal et al. (2017), donde empleando melaza como fuente de carbono obtuvieron
1.55 g/L de biomasa de Chlorella sp. En un estudio donde se emplearon diferentes
fuentes de carbono (glucosa, fructosa, galactosa y xilosa) a diferentes concentraciones
se observé la mayor produccion de biomasa para C. sorokinana UTEX 1230 (1.833
g/L) a una concentraciéon de glucosa de 16 g/L. Los autores infieren que no hay
diferencia importante entre el crecimiento a 16 g/L y 4g/L del carbohidrato (Chai et
al. 2018).

5.3 Obtencién del extracto metandlico.

La colecta de la biomasa se realizé por centrifugacion a 5 000g durante 15 minutos
en tubos corning de 50 mL. Terminado el proceso de centrifugacion, se procedié a
resuspender con solucion salina (0.85% NaCl) la biomasa y dispensarla en frascos de
cristal a razon de 3 mL por frasco. Los frascos de liofilizacion se pesaron vacios y
después del proceso de secado para la determinacion del peso de la biomasa. Una vez

liofilizada la biomasa se pasé para un frasco ambar donde se resuspendié en metanol



al 100%. Generalmente se hace una dilucion 1:3 para la obtencion del extracto; en este
caso se obtuvo 5.6699 g de biomasa seca los cuales fueron diluidos en 17 mL del
solvente. Durante 48 horas se mantuvo en agitacion moderada la mezcla y concluido
el tiempo de extraccion, se dispensé en viales de 2 mL, a 1 mL por vial. Para lograr la
evaporacion del solvente y lograr la sequedad total del extracto se colocaron los viales
en un desecador al vacio por 6 horas. Los viales fueron pesados vacios y luego del
proceso de secado para determinar el peso seco por vial. El total el extracto obtenido
fue de 136 mg.

El proceso de obtencion del extracto metandlico (EM) se realizé por el método
antes mencionado debido al poco volumen a procesar el cual fue suficiente para las
pruebas de citotoxicidad en las lineas celulares evaluadas. Para la determinacién de los
compuestos presentes en el EM, se necesitaba al menos un gramo del extracto, por
ende, se triplicé el volumen de trabajo. Debido al aumento del volumen, el paso de
evaporacion del solvente se realizé por medio de rotaevaporacion (Rotaevaporador
Bichi R-3000, Postfach, Suiza) y posterior secado al vacio. Los pasos de colecta,

concentracion y liofilizacion de la biomasa se realizaron por la via antes descritas.

Varios han sido los métodos propuestos para la obtencion del extracto y los
solventes utilizados. Reyna et al., (2018) refieren el uso del método de extraccién
solido-liquido Soxhlet empleando como solvente el metanol. La actividad citotoxica
observada del EM frente a la linea de linfoma murino L5178Y-R demostré que el
método mantiene las propiedades bioldgicas de los compuestos presentes en el
extracto. Otros autores proponen la disrupcion celular como parte del proceso. Los
métodos de disrupcién mas empleados son la sonicacion, ruptura por microesfera,
chogue osmotico, tratamiento con tensoactivos y macerado (Safafar et al. 2015;
Ramola et al. 2019). Entre los solventes més usados ademés del metanol, se encuentra
el etanol, el hexano y el cloroformo. Segln la naturaleza quimica del solvente sera la

composiciédn del extracto.



5.4 Evaluacion de la actividad citotéxica in vitro del extracto metandlico contra
las lineas celulares MCF-7, HT29, Veroy L5178Y-R

La evaluacion de la actividad citotdxica in vitro del extracto metandlico contra las
lineas celulares MCF-7, HT29, Vero y L5178Y-R se realizo segun lo descrito en la
seccidn 4.5. Como se observa en la figura 9, el EM mostré una citotoxicidad superior
al 70% contra la linea celular MCF-7 a una concentracién de 500 pg/mL (Figura 9),
observandose una concentracion media inhibitoria (ICso) de 266.14 + 7.13. En cambio,
en las restantes concentraciones no se observo efecto significativo. MCF-7 es una linea
celular de adenocarcinoma de mama muy empleada para evaluar la actividad
antitumoral de diferentes farmacos o compuestos extraidos de diversas fuentes como
microorganismos, plantas, animales, moluscos o insectos. Esta linea celular ha
mostrado ser susceptible a la luteina. Segun Li et al. (2019), la luteina ejerce un papel
supresor de la viabilidad e induce la apoptosis en las células de cancer de mama MDA-
MB-157 y MCF-7. En este experimento los investigadores observaron, que tanto en
condiciones normales como de hipoxia (baja concentracion de oxigeno) se lograba una
disminucion de la viabilidad celular dependiente de la concentracion del pigmento.
Resultados semejantes obtuvieron Gong et al. (2018), quienes determinaron que el
efecto citotdxico producido por la luteina en células de cancer de mama se debe en
gran medida al incremento de especies reactivas del oxigeno en el interior celular. Es
conocido que la especie C. sorokiniana presenta una alta concentracion de luteina
(Kumar et al. 2014; Safafar et al. 2015) siendo uno de los pigmentos mas
representativos de la microalga. Por lo antes mencionado hay indicios que podrian
sugerir que el efecto citotoxico observado en contra de la linea MCF-7 se deba a la
produccion de luteina por la microalga, el cual podria estar presente en el EM.
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Figura 9. Valores de citotoxicidad obtenidos al enfrentar el EM contra la linea celular MCF-7. Se
emple6 como control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control

negativo.

Para HT29 los resultados fueron diferentes como se muestra en la figura 10.
Ninguna concentracion evaluada superd el 30% de citotoxicidad, alcanzandose el
maximo valor de 27.53% a una concentracion de 15.625 pg/mL. A diferencia del
efecto en MCF-7, en HT29 si se observé un efecto negativo en la viabilidad celular,
para todas las concentraciones evaluadas. Sin embargo, no se considera como un
resultado relevante. Generalmente esta linea de adenocarcinoma colorrectal presenta
resistencia a muchos farmacos. El hecho de que el EM haya presentado un efecto bajo
citotoxicidad no significa que la especie C. sorokiniana no produzca un compuesto
con actividad antitumoral. En efecto, se ha demostrado como un componente activo
de la membrana de la pared celular de esta microalga inhibe el crecimiento de HT29 y
activa la inmunidad antitumoral del hospedero (Ishiguro et al, 2020). En una
investigacion realizada por Zhang y colaboradores (2019) se observo el efecto
citotoxico de exopolisacaridos obtenidos de Chlorella zofingiensis y Chlorella
vulgaris contra la linea de cancer colorrectal HCT8 (28.3, y 18.0%, respectivamente a
una concentracion de 0.6 mg/mL). Los compuestos fueron obtenidos del sobrenadante
del cultivo celular y estaba conformado por D-Manosa, Ribosa, Ramnosa,

Glucosamina, D-Galactosa como componentes principales.
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Figura 10. Valores de citotoxicidad obtenidos al enfrentar el EM contra la linea celular HT29. Se
emple6 como control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control

negativo.

La linea celular de linfoma murino L5178Y-R habia mostrado susceptibilidad ante
el extracto metandlico obtenido en condiciones de autotrofia en un trabajo previo
(Reyna et al. 2018). En este proyecto se evalud la actividad citotoxica del EM obtenido
en condiciones de mixotrofia y se observo la mayor citotoxicidad a las concentraciones
250 pg/mL y 500 pg/mL, siendo de 49.86 y 81.83 respectivamente (Fig. 11). La
concentracion media inhibitoria fue de 230.12 + 4.16. Este resultado sugiere que la
actividad bioldgica que presentan los compuestos que conforman el EM no depende
del modo de cultivo de la microalga. El cultivo en condiciones fotoautétrofas a pesar
de presentar requerimientos nutricionales simples es muy tardado; en cambio, el
crecimiento en heterotrofia garantiza una mayor produccion de biomasa en un menor
tiempo. Por tanto, que la cepa siga sintetizando los compuestos de interés en

condiciones mixotrofas representa una gran ventaja.
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Figura 11. Valores de citotoxicidad obtenidos al enfrentar el EM contra la linea celular L5178-R. Se
emple6 como control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control

negativo.

La viabilidad de las células Vero no se afecto al enfrentarlas al EM. Los valores
de citotoxicidad no fueron superiores al 16% como se observa en la figura 12. Este
resultado indica que el EM no presenta una toxicidad importante en contra de una linea
celular sana. Debemos sefialar que la linea celular Vero proviene de origen animal y a
pesar de ser muy empleada para evaluar la citotoxicidad en células no tumorales, seria
atil el evaluar la toxicidad de los compuestos contra lineas no tumorales humanas,

objetivo que excede los alcances de este proyecto.
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Figura 12. Valores de citotoxicidad obtenidos al enfrentar el EM contra la linea celular Vero. Se
emple6 como control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control

negativo.



5.5 Obtencién de las fracciones del Extracto Metanélico

El fraccionamiento del extracto metandlico se llevo a cabo como se indica en la
seccion 4.6. Se observé una mejor separacion de los compuestos cuando se empleaba
una mezcla de acetato de etilo y n-hexano en una proporcion 1:1. El fraccionamiento
se realiz en columna empleando gel de silice como fase estacionaria y la mezcla antes
mencionada como fase mdvil. El colectado de cada fraccion fue evaporado para
eliminar los solventes y concentrar su contenido. Se obtuvieron 7 fracciones con un
total aproximado de 12 manchas que se observaron por medio de cromatografia en
capa fina. En la Fraccion 1 se definen dos manchas hacia la parte superior de la placa
cromatografica. La primera es de color amarillo y la segunda solo es visible a un A=365
nm. La Fraccion 2 presentd 4 manchas que migraron justo debajo de los compuestos
de la Fraccion 1 como se muestra en la figura 13. Las Fracciones 3 y 4 presentaron
compuestos muy parecidas por lo que se decidi6 unir ambas en una sola. Las fracciones
3y 4, asi como la 5, 6 y 7 también mostraron compuestos muy parecidos, pero se
encontraban mas separados por lo que se decidié no unir las fracciones. En la figura
13 se muestran las placas cromatograficas correspondientes a cada fraccion. El color
verde indica la presencia de pigmentos como la clorofila a y b, componentes de las
antenas recolectoras de la energia luminosa. El color amarillo-naranja se debe a
compuestos como carotenoides o0 xantofilas que muestran esa coloracion
caracteristica. En el caso de las microalgas clorofitas como C. sorokiniana, es comin
la presencia de clorofila a y b, ademas de pigmentos accesorios como luteina y

violaxantina (Morancais et al., 2018).

Figura 13. Fracciones obtenidas del EM empleando Acetato de etilo y n-hexano 1:1.



5.6 Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de las fracciones del extracto
metanolico contra la linea celular MCF-7

Una vez obtenidas las fracciones del EM, se procedié a evaluar su actividad
bioldgica unicamente contra la linea MCF-7, la cual fue seleccionada por mostrarse
susceptible hacia el extracto. Como se muestra de las figuras 14-19, las fracciones no
mostraron citotoxicidad ante la linea celular. EI maximo valor de citotoxicidad
observado fue de 21,94% y se obtuvo en la fraccion 4 a la concentracion de 500 pg/mL.
Los restantes valores no superaron el 20% de citotoxicidad. Se debe tener en cuenta
que el EM es una mezcla compleja de compuestos que desempefian diferentes
funciones en el metabolismo celular y que algunos de estos presentan actividad
citotoxica contra células cancerigenas. La pérdida de la actividad biolégica observada
después del fraccionamiento sugiere principalmente 2 factores: El efecto mostrado
contra las células cancerigenas se debe a la accion sinérgica de los compuestos del EM
y no a la actividad individual de uno en particular; La columna, los solventes y la
metodologia propia del fraccionamiento generan pérdida y/o modificacion de los
compuestos presentes en el EM. Los compuestos con actividad anticancerigena
presentan diferentes mecanismos de accion y pueden dafiar el genoma celular (Reyna
et al., 2018; Shilpa et al., 2020), la membrana citoplasmética (Zhang et al., 2019),
producir especies reactivas del oxigeno en el citoplasma (Gong et al., 2018) y activar
proteinas mediadoras de la apoptosis celular (Reyna et al., 2018; Li et al., 2019). Estos
dafos por separado en la mayoria de los casos pueden ser solventados por el propio
sistema de reparacion celular, pero juntos ocasionan inevitablemente la muerte de la
célula. Aunque esta seria una premisa que nos acerca a determinar el por qué de la
pérdida del efecto, también observamos que durante el proceso de fraccionamiento se
perdieron y/o modificaron algunos compuestos, dado que resultados posteriores nos

corroboraron que la composicion del EM y de las Fracciones no sea la misma.

Si bien la pérdida de la actividad bioldgica mostrada por el extracto metandlico
se infiere que fue resultado del fraccionamiento, hay otro factor que se debe tener en
cuenta. El proceso de secado de la biomasa para la obtencion del extracto que se utilizo
en el fraccionamiento fue diferente al empleado para las primeras pruebas de
citotoxicidad. El primer secado de la biomasa se realiz6 por liofilizacién al requerirse
procesar un volumen de cultivo pequefio; en cambio para el fraccionamiento, dado que

el volumen de biomasa con el cual se trabaj6 era bastante mayor, el secado se realizo



por pulverizacién. En dicha técnica, el liquido de alimentacion se atomiza en pequefas
gotas dentro de una cdmara en la que se genera un vacio y se evapora el agua por calor.
Durante el proceso de secado la biomasa pasa por un gradiente de temperatura de 50 a
80°C por un corto periodo de tiempo. Es posible que ocurra una degradacién de los
compuestos que presenten la actividad bioldgica de interés por la accion del calor al
que se somete la biomasa. No obstante, esta premisa no aplica para compuestos como
carotenos y xantofilas debido a que a la maxima temperatura alcanzada no se afecta su
estabilidad. De hecho, muchas metodologias de extraccion de carotenos presentan una
etapa donde se le aplica calor a la muestra (Cardoso et al., 2017; Reyna et al., 2018;
Ceron et al., 2018; Gheonea et al., 2019). Segln Cerdn y colaboradores (2018), para
el género Chlorella sp. la temperatura éptima para la extraccion de carotenos a partir
de biomasa seca fue de 80°C. La metodologia empleada se baso en la extraccion de las
biomoléculas con solventes como metanol, hexano y agua en bafio de agua por 5
minutos. Entre los carotenoides encontrados por los investigadores estaba la luteina,
xeazantina y [B-caroteno. En otro estudio realizado por Gheonea y colaboradores
(2019), se demostré que la degradacion térmica de los carotenoides, licopenos y B-
carotenos se producia a temperaturas superiores a los 100°C durante periodos de
tiempo superiores a los 5 minutos, a estas temperaturas y durante prolongados periodos
de tiempo los investigadores también observaron la disminucién de la concentracién
y la pérdida de actividad antioxidante de los mismos. Reyna y colaboradores (2018)
emplearon el método de extraccion solido-liquido Soxhlet para la obtencion del
extracto metanolico (el cual calienta los solventes durante mas de 24 horas) y aun asi
observaron actividad citotdxica del mismo contra la linea de linfoma murino L5178Y -
R. Por lo antes mencionado, se puede desestimar la degradacion de compuestos como
carotenos y xantofilas durante el proceso de secado por pulverizacion. Debemos
sefialar que en el EM se encuentran otros compuestos, acidos grasos, macrolidos,
amidas, polisacéridos sulfatados y flavonoides (Talero et al. 2015; Intan et al. 2018)
los cuales si bien, han sido poco referidos en la literatura como agentes toxicos para
las células cancerigenas, podrian en accion sinérgica provocar la muerte celular. No
obstante, para la degradacion de los biocompuestos mencionados se necesitaria de altas
temperaturas y de tiempos de exposicion prolongados. La metodologia empleada no
sobrepasa los 80°C de temperatura maxima y el secado tarda menos de un minuto

desde que entra la biomasa en suspension hasta que se recolecta deshidratada.
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Figura 14. Enfrentamiento de la Fraccion 1 del EM contra la linea celular MCF-7. Se emple6 como

control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.
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Figura 15. Enfrentamiento de la Fraccion 2 del EM contra la linea celular MCF-7. Se emple6 como
control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.
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Figura 16. Enfrentamiento de la Fraccion 3 del EM contra la linea celular MCF-7. Se emple6 como
control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.
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Figura 17. Enfrentamiento de la Fraccion 4 del EM contra la linea celular MCF-7. Se emple6 como
control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.
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Figura 18. Enfrentamiento de la Fraccion 5 del EM contra la linea celular MCF-7. Se empleé como
control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.
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Figura 19. Enfrentamiento de la Fraccién 6 del EM contra la linea celular MCF-7. Se emple6 como

control positivo vincristina 0.5 pg/mL, medio RPMI + Metanol 1% como control negativo.



5.7 Compuestos identificados del extracto metanolico mediante la técnica

cromatografica UPLC MS

La caracterizacion del extracto metanolico mediante la técnica cromatogréafica

UPLC MS demostré la diversidad de componentes que conforman el extracto. Como

se esperaba, se observd la presencia de compuestos carotenoides, flavonoides y

fenolicos como el &cido elaguico acetil xilésido, el hidrato de catequina, la cianidina,

el fitoflueno y la isoquercitrina (Tabla 3). A continuacion, se describen los

componentes presentes en el EM que han sido reportados con la actividad bioldgica

buscada y que no se encontraron en las fracciones.

Tabla 2. Compuestos detectados en el EM de Chlorella sorokiniana.

Tr (min)

Férmula

% Area | MW Compuesto Clasificacion
condensada
476.31 Acido Elaguico Acetil .
0.989 0.20 C21H16013 Xilésido Fendlico
103.03 . . .. .
1.168 3.56 CsH9NO2 | Acido Gamma-Aminobutirico| Aminoéacido
1.387 4.90 490.26 C15H1406 Hidrato de catequina Flavonoide
1.499 2.08 288.23 C15H110s6 Cianidina Flavonoide
1.530 5.71 414.23 C29H 500 Beta-sitosterol Fitoesterol
1.558 4.64 504.27 C18H32016 Maltotriosa Carbohidrato
L-alpha-Acido
1.613 9.49 |103.03| CsHsNO,  |Aminobutirico, o D-alpha- Aminoacido
Acido Aminobutirico
510.22 -
1.781 1.50 C29Hs5105P alfa-Tocoferol fosfato Prenolipido
1.871 0.47 542.05 CaoHs2 Fitoflueno Carotenoide
1896 | 047 [2828 C,Hk04 Monoolein Glicolipido
2428 | 090 [*833% CLiHsNOsS Litocoliltaurina i
396.35
2.493 1.72 CosH440O Ergosterol Esterol
258 | 070 [2973% CloHiNO6S Glutation Aminoécido
3.556 0.13 464.55 C21H20012 Isoquercitrina Flavonoide
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Tabla 2. Compuestos detectados en el EM de Chlorella sorokiniana.(Continuacién)

Tr(min)l o Area | MW Formula Compuesto Clasificacion
condensada
PC(15:0/18:4(6Z,9Z,12Z,157))| - . N
4016 051 740.73|[C4a1H 72 NOgP Glicerofosfolipido
4506 | 0036 [>5000 CpHu00 Gl LAEElED 2 Vitamina C
glucosido
5.30 0.21 146.42 CsH10N203 Glutamina Aminoécido
278.41 T < .
5.78 0.16 C18H3002 Gamma Acido linolénico Acido graso
252.52 o L .
6.730 0.05 C16H2802 Acido hexadecadienoico Acido graso
7.054 0.10 398.32 C2sH140 Ergosterol isomero Fitoesterol
7.610 0.36 |598.0 | CaoHs204 Astaxantina Terpeno
7608 | 006 |28 CiHLO (+)-Catequina Flavonoide
8897 | 011 |7863|  CeHs Benceno Hidrocarburo
aromatico
9.016 0.64 [168:15 CoH1003 Acido Metoxifenilacético Fenolico
0275 | 459 [°°%09 CHuNeOs | Gly-Pro-Arg-Pro-Lys Péptido
9.87 006 |228:46 C14H250: Acido miristico Acido graso
10219 | 014 |23%% cppnos | (39)-3-(Benziloxi)-Acido Lo A ninoacido
Aspartico
1-[11Z,14Z-eicosadienoil]-2- | ... -
10735 | 046 |"®793| CuaHisNOsP |[62,97.127-0ctadecatrienoil]- |C cerOfostolipido
glicero-3-fosfoetanolamina
584.19 . i
11.183 0.75 CaoHs603 Anteraxantina Carotenoide
11371 | o012 [9419 Ca0H320: Acido araquidénico Acido graso
1192 | 017 (3430 CoHin0e Gliceril trioleato Glicerofosfolipido
12.205 0.25 430.51 C29H5002 alpha-Tocoferol Caroteno
12303 | 1028 622.25 CasH2016 Isoramnetina S-Q-glu003|do 7- Flavonoide
O-ramnosido
326.04 ‘. . . o
13.042 0.095 C21H4202 Acido Heneicosanoico Acido graso
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5.7.1 Acido Elaguico Acetil Xil6sido

Derivados del &cido elaguico (EA) asi como el propio acido han sido referidos como
bioactivos que presentan actividad inhibitoria de proliferacion en células cancerosas.
Segun Saadullah y colaboradores (2020), el acido 2,3,8-tri-o-metil elaguico y el acido
3-O-metil elaguico 4-O-B-D-glucopiranosa presentaron efecto citotdxico ante una gran
variedad de lineas celulares como la de leucemia linfocitica murina P-388 (1C50 = 3.60
y 2.40 pg/mL, respectivamente), la de cancer de colon humano Col-2 (IC50 =0.76 y
0.92 pg/mL, respectivamente) y la de cancer de mama MCF-7 (IC50 = 0.65 y 0.54
pg/mL, respectivamente). Ambos derivados demostraron también una gran actividad
antioxidante. Otro derivado del acido elaguico, el acido 4,4'-di-O-metil elaguico,
mostrd actividad supresora de la proliferacion de la linea celular de cancer de colon
HT-29 mediante la modulacion de la via de sefializacion WNT, lo gque le confiere un
gran potencial anticancerigeno (Ramirez et al., 2015). La actividad antitumoral del EA
se ha atribuido principalmente a los efectos antiproliferativos y apopt6ticos directos.
Ademas, el EA puede inhibir la migracion de las células tumorales, la invasion de la
matriz extracelular y la angiogénesis, todos ellos procesos cruciales para el
comportamiento infiltrativo del tumor y el proceso metastasico (Ceci et al., 2018;
Cheshomi et al., 2021). El derivado de EA que identificamos en el extracto metanolico
(&cido elaguico acetil xilosido) no ha sido reportado en la literatura con actividad
bioldgica contra lineas celulares de cancer; no obstante, su presencia en el extracto
metandlico y ausencia en las fracciones, nos sugiere que al menos aporta a la actividad

observada con el extracto.

5.7.2 Hidrato de Catequina

Otro compuesto que encontramos en el EM y no en las fracciones es el hidrato de
catequina. La catequina en especifico, es un antioxidante polifendlico generalmente
producido por las plantas como un metabolito secundario y ha sido referida como un
agente antiproliferativo de células cancerosas de mama (Evacuasiany et al., 2014;
Xiang et al., 2016; Burcu y Banu, 2020). Derivados como la epigalocatequina galato
(EGCG) vy la galatocatequina galato, han demostrado elevada actividad citotoxica
contra las lineas celulares MCF-7 y T47D, respectivamente (Evacuasiany et al., 2014).
Ademas, presentan un gran potencial antioxidante. Una bebida rica en catequinas es el
té verde hecho de hojas de Camellia sinensis; siendo la epigalocatequina galato la mas

abundante. Hay estudios que infieren una relacién entre la ingesta de esta bebida y la
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disminucion de la incidencia de cancer de mama en ciertos grupos poblacionales.
Segin Xinag y colaboradores (2016), las catequinas actlan mediante diferentes
mecanismos de accion como: supresion del aumento de especies reactivas del oxigeno
inducidas por carcindgenos y del dafio al ADN, regulando la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR por inhibicion de las proteinas PI3K y mTOR, induciendo apoptosis
en células cancerosas de mama e impidiendo su proliferacion y mediante el bloqueo
del promotor del factor de crecimiento vascular endotelial generalmente por la EGCG
que impide la angiogénesis tumoral. Otro potencial uso de las catequinas es como
agente modulador de la resistencia multiple a farmacos durante la quimioterapia.
Przystupski y colaboradores (2020), demostraron como la incubacion previa de células
humanas de cancer de ovario SKOV-3 con hidrato de catequina potenciaba la actividad
del cisplatino, al promover la apoptosis y cambiar la actividad de las proteinas de
membrana implicadas en el metabolismo, la captacion y el eflujo del farmaco. Por lo
antes mencionado y teniendo en cuenta que el hidrato de catequina representa el 4.9%
del extracto, podemos inferir que dicho compuesto es un potencial responsable de la

actividad citotoxica observada al enfrentar el EM contra la linea MCF-7

5.7.3 Cianidina

La cianidina representd un 2.08% del EM crudo y no se observo en las fracciones.
Es un antioxidante natural con propiedades para captar radicales libres y bloquear los
efectos nocivos sobre el organismo que estos tienen. Se ha reportado previamente
como un agente toxico de diferentes lineas celulares cancerosas como MCF-7, HuH-
7, HepG2, Caco-2 y U87 (Takeuchi et al., 2011; Tang et al., 2015; Hosseini et al.,
2019). Takeuchi y colaboradores (2011), examinaron los efectos de la cianidina y el
cianidin-3-glucésido sobre especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares y sobre
los efectos proliferativos, utilizando cuatro lineas celulares de cancer MCF-7, HuH-7,
HepG2, Caco2 y una linea celular sana HUVEC. Los investigadores observaron que
la cianidina inhibi6 la proliferacion de MCF-7, HuH-7, HepG2 y Caco-2, pero la
cianidina-3-glucosido no lo hizo. En el caso de MCF-7 se inhibio la proliferacion
celular en un 47% a una concentracion 200 pg/mL. Investigaciones mas recientes han
demostrado que la cianidina-3-glucosido (C3G) presenta actividad citotoxica contra
MCF-7. Segun Mirmalek y colaboradores (2019), este compuesto tiene efectos
citotoxicos dosis dependiente y se alcanza una disminucion de la viabilidad de la linea

celular del 51.1% 24 h después de la exposicién a C3G. Ademas, durante igual tiempo



de exposicion, se produjo un incremento de la expresién de genes vinculados a la
induccion de la apoptosis celular. Los resultados de este estudio demostraron que el
C3G tiene efectos apoptoticos y citotoxico en las células del cancer de mama. Aunque
el mecanismo de accion de la cianidina no ha sido esclarecido, se ha comprobado que
al igual que la C3G disminuye la viabilidad celular e induce la apoptosis (Tang et al.,
2015).

5.7.4 Fitoflueno

Es un compuesto de tipo carotenoide que estructuralmente es muy parecido al
licopeno. Aunque no se ha referido en la literatura como un compuesto que presente
actividad biologica sobre MCF-7 no implica que no la tenga. De hecho, los
carotenoides del tipo licopeno o fitoflueno son precursores de bioactivos como el B-
caroteno, luteina, astaxantina, zeaxantina y violaxantina, los cuales si han mostrado
ser toxicos a ciertas lineas celulares (Rodriguez, 2017; Talero et al. 2015; Intan et al.
2018). En el caso del licopeno, se ha referido su habilidad para inducir apoptosis
mediante la regulacion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl2 o BclXL y pro-
apoptéticas como Bax, Bad y Bim. Ademas, inhibe el comienzo de tumores en el
higado por diferentes mecanismos como la supresion de las enzimas del citocromo
p450 2E1(involucrados en la activacién de procarcindgenos) y en la disminucién de
especies reactivas del oxigeno (Mekuria et al., 2020). Un aspecto muy importante de
este grupo de compuesto es que actian de forma sinérgica. Segun Linnewiel y
colaboradores (2015), las combinaciones de varios carotenoides (por ejemplo,
licopeno, fitoeno y fitoflueno), o carotenoides y polifenoles (por ejemplo, &cido
carndsico y curcumina), inhiben sinérgicamente la actividad del receptor de
androgenos y activan el sistema electrofilos/antioxidantes EpRE/ARE. Los
investigadoren utilizaron genes reporteros de la actividad transcripcional del receptor
de androgenos en células de cancer de prostata hormono dependientes y del sistema
de transcripcion del elemento de respuesta a EpRE/ARE. Comprobado que La
activacion de EpRE/ARE fue hasta cuatro veces mayor que la suma de las actividades
de cada uno de los compuestos, lo que constituye una estable y fuerte sinergia. Es
posible que el efecto observado sobre la linea celular de cancer de mama no haya sido
generado por una sola molecula o grupo quimicamente semejante; el accionar
sinérgico de los componentes del EM y sus diferentes dianas en la célula, imposibilitan

la recuperacion celular y por ende la muerte.



5.7.5 Astaxantina y Anteraxantina

Ambos compuestos son carotenoides del grupo de las xantofilas y representan el
1.11% del EM crudo total. Son compuestos que presentan actividad tanto antioxidante,
como antitumoral. La astaxantina ha demostrado la inhibicion del crecimiento de
lineas celulares de cancer colorrectal humano (CRC), incluyendo las lineas celulares
HCT-116, HT-29, LS-174, WiDr y SW-480 (Palozza et al. 2009). Ademas, su
actividad antioxidante impide la genotoxicidad y la citotoxicidad de las especies
reactivas del oxigeno (El-Hacka et al. 2019). Segun Sun y colaboradores (2020), el
tratamiento de células de cancer de prostata DU145 con astaxantina disminuyo la
capacidad de clonacion, aumentd el porcentaje de apoptosis y disminuyd las
capacidades de migracion e invasion de las células. Ademas, redujo la expresion de
STATS3 a nivel de proteinas y ARNm. Otro mecanismo que se ha descrito para este
compuesto es la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 asociada a una baja
regulacion de la ciclina D1 en las células MCF-7. También se ha estudiado el efecto
de una combinacion de carotenoides (astaxantina, luteina y [-caroteno) sobre la
progresion del ciclo celular de MCF-7, lo que sugiere que los carotenoides
coadministrados redujeron la expresion de ciclina D1 en la fase GO/G1 mas que por
separado (Faraonea et al., 2020). Es importante subrayar que no se han observado
efectos de la astaxantina sobre la proliferacion y la regulacion del ciclo celular en las
células epiteliales mamarias normales (MCF-10A) (Sowmya et al.,, 2017).
Anteraxantina igual ha sido reportada como un agente toxico para células cancerosas.
Cha y colaboradores (2008), demostraron la presencia en un extracto metandlico de
Chlorella elipsoidea de esta xantofila junto con zeaxantina y violaxantina. Dicho
extracto resultd ser toxico contra células cancerosas humanas de colon HCT-116
induciendo la apoptosis celular. Cabe destacar que la violaxantina es el precursor
inmediato superior de la anteraxantina, la cual se forma por una de-epoxidacion de la
primera. Al igual que compuestos anteriores, estas xantofilas actian de forma
sinérgica, incluso con carotenos como el B-caroteno. En la tabla 2 se muestran los
compuestos identificados en el EM, su tiempo de retencion en la columna (Tr), su area

porcentual debajo de la curva y su peso molecular.

5.7.6 Isoramnetina 3-glucosido-7-ramnosido

La isoramnetina es un compuesto flavonoide que esta presente en las hojas, flores

y frutos de plantas cémo Hippophae rhamnoides L. y Ginkgo biloba L. EI consumo de



los frutos u hojas de dichas plantas ha demostrado ser beneficioso para la salud humana
al aliviar la tos y la flema, promover la circulacion sanguinea y eliminar la estasis
vascular, aliviar el dolor y el asma (Teng et al., 2016). La isoramnetina, tiene un amplio
espectro de efectos farmacoldgicos, como la proteccion cardiovascular, la
antiinflamatoria, la antitumoral, la antioxidante, la antibacteriana y la antiviral (Gong
et al., 2020; Ferdous y Balia, 2021). Ha sido ampliamente informada su actividad
antitumoral, debido a que inhibe el crecimiento de las células cancerosas de cuello
uterino, de pulmon, de colon, de mama, de pancreas, de higado y de estomago (Hu et
al., 2015; Wang et al., 2018; Wei et al., 2018; Hu et al., 2019). Se han descrito
diferentes mecanismos de accién para la isoramnetina. Segun Hu y Deng (2013), este
bioactivo inhibe la proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y
BT-549, mediante la detencion del ciclo celular en la fase G1 promoviendo la
apoptosis. Los investigadores sugieren que este efecto es resultado de la inhibicion de
la fosforilacion de AKT y ERK y la expresion del antigeno nuclear proliferante Ki67.
Ademas, la isoramnetina provocé la disminucion de la expresion de Bcl-2, causando
posteriormente el aumento de la Caspasa-3 y la apoptosis celular. Otro mecanismo
reportado es la regulacion de las vias de transduccion de sefiales de Ak y MEK. Wang
y colaboradores (2018), demostraron que la isoramnetina reducia la fosforilacién de
MEK 'y ERK en lavia RassMAPK, y regulaba la proliferacion celular, la diferenciacion
y la apoptosis en el cancer de pancreas avanzado PANC-1. Derivados como la
isoramnetina-3-glucurdnido produce la detencién del ciclo celular principalmente en
la fase S, seguida de la disminucion del nimero de células tumorales en las fases
GO0/G1y G2/M por entrar en la fase temprana de apoptosis cuando fueron tratadas con
100 uM durante 48 h. Ademas, observaron la produccion intracelular de ROS (Wu et
al., 2018). Otro derivado glicosidico como la isoramnetina-3-O-ramnosido demostro
un efecto citotoxico sobre la linea celular MCF-7, disminuyendo su viabilidad en un
51%. No asi contra las lineas celulares HepG2 y A549 (Chen et al., 2019). La
obtencion de isoramnetina 3-glucésido-7-ramndsido a partir de un extracto de la
especie Chlorella sorokiniana no ha sido referida previamente en la literatura.
Ademas, su demostrada actividad bioldgica contra diferentes lineas celulares
cancerosas nos muestra un gran potencial como compuesto bioactivo. Una propiedad
de mayor interés es que se encuentra glicosilado lo que aumenta su biodisponibilidad

con respecto a sustancias semejantes como la quercetina.



5.8 Compuestos identificados de las fracciones mediante la técnica

cromatografica UPLC MS

Se realizo la identificacion de los compuestos presentes en las fracciones para
comprobar si se produjo durante el fraccionamiento, pérdida de bioactivos. Como se
observa en la tabla 3, hubo una disminucién de la cantidad de compuestos identificados
para el EM. Podemos atribuir la principal causa de este fendmeno a la adsorcion de
cierto grupo de sustancias quimicas a la fase estacionaria de la columna, sin embargo,
existen muchos pasos en la metodologia del fraccionamiento que pudieron influir. No
obstante, se identificaron cuatro compuestos que se mantuvieron presentes tanto en el
EM como en las fracciones y dos de estos han sido reportados por su actividad
citotoxica y antiproliferativa contra varias lineas celulares de cancer. Los metabolitos

que se presentan en ambas partes son el beta-Sitosterol, el ergosterol, glutation y

glutamina.

Tabla 3. Compuestos detectados en las fracciones de Chlorella sorokiniana

Tr | PM [%Area| Formula Compuesto Tipo de compuesto
(min)
0.459 [124.16 |0.59 CgH120 Ciclohexanol, 1-etinil |Alcohol
1.324 (170.05 [1.05 C7HeOs Acido galico Compuesto fenolico
1.505 [208.26 [0.49 C11H1204 Cafeato de Etilo Compuesto fenolico
1.538 (414.26 [16.30 C29Hs500 B-Sitosterol Esterol
1.914 (636.75 [1.35 C29H32016 Kaempferol 3-O-(6"-  |Flavonoide
acetil-galactosido) 7-O-

ramnosido
2.541 [396.40 [3.73 C28H140 Ergosterol Esterol
2.854 1308.30 [1.15  [C10H17N3OsS Glutation Tripéptido
3.011 [390.32 44.2 Ca0H220s  |Acido 5,5'-DihidrofertlicoCompuesto fendlico
3.36  [280.02 [0.25 C1gH30; Acido linoléico Acido graso
3.57 |393.67 [0.43 CogHss Octacosano Alcano
5.303 [178.55 |0.59 C10H1003 Ferulaldehido Aldehido aromatico
5.865 [164.09 0.61 CeH1205 Ramnosa Carbohidrato
6.106 (146.98 |1.05 CsH10N203 Glutamina aminoacido
6.77 [340.58 [0.37 C2oHa10; Acido docosanoico  |Acido graso
7.961 [520.25 (0.61 Ca23H20014 5,3",4'-Trihidroxi-3-  [Flavonoide

methoxi-6:7-

metilenedioxiflavona 4'-O-
glucuronida
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Tabla 3. Compuestos detectados en las fracciones de Chlorella sorokiniana

Tr PM  [%Area| Formula Compuesto Tipo de compuesto
(min)
7.967 (198.76 0.48 CoH100s Acido galico etil éster [Compuesto fendlico
11.32 [592.29 0.21 C41Hg4O 1-Hentetracontanol  Jalcohol
11.416 |654.60 (0.88 C28H30018 Hesperetin 5,7-
diglucuronida o
Hesperetin-3',7-
diglucuronida
12.30 [242.37 0.12 C16H340 1-Hexadecanol Alcohol
12.363 (540.45 |0.80 CaoHss Neurosporeno Carotenoide
12.95 [254.65 [0.14 C16H3002 Acido Palmitoleico  |Acido graso
13.225 (115.0 [0.31 CsHoNO> Prolina Aminoéacido
0.459 |124.16 |0.59 CgH1.0 Ciclohexanol, 1-etinil |Alcohol
1.324 [170.05 [1.05 C7H60s Acido galico Compuesto fendlico
1.505 [208.26 (0.49 C11H1204 Cafeato de Etilo Compuesto fenolico
1.538 (414.26 (16.30 Ca9Hs00 B-Sitosterol Esterol
1.914 (636.75 |1.35 Ca29H32016 Kaempferol 3-O-(6"-  |Flavonoide
acetil-galactosido) 7-O-
ramndsido
2.541 (396.40 [3.73 C2gH140 Ergosterol Esterol
2.854 1308.30 [1.15  [C10H17N3OsS Glutation Tripéptido
3.011 (390.32 44.2 Ca0H220s  |Acido 5,5'-DihidroferalicoCompuesto fendlico
3.36  [280.02 [0.25 C1gH20; Acido linoléico Acido graso
3.57 [393.67 [0.43 CasHss Octacosano Alcano
5.303 [178.55 |0.59 C10H1003 Ferulaldehido IAldehido aromatico
5.865 [164.09 0.61 CeH1205 Ramnosa Carbohidrato
6.106 (146.98 [1.05 CsH10N203 Glutamina aminoacido
6.77 [340.58 [0.37 C2oHa40; Acido docosanoico  |Acido graso
7.961 [520.25 [0.61 Ca23H20014 5,3',4'-Trihidroxi-3-  [Flavonoide
methoxi-6:7-
metilenedioxiflavona 4'-O-
glucuronida
7.967 (198.76 0.48 C9H100s Acido galico etil éster [Compuesto fendlico
11.32 [592.29 (0.21 Ca1Hg4O 1-Hentetracontanol  Jalcohol
11.416 |654.60 (0.88 CasH300138 Hesperetin 5,7-
diglucuronida o
Hesperetin-3',7-
diglucuronida
12.30 [242.37 [0.12 C16H340 1-Hexadecanol IAlcohol
12.363 [540.45 |0.80 CaoHss Neurosporeno Carotenoide
12.95 [254.65 [0.14 C16H3002 Acido Palmitoleico  |Acido graso
13.225 (115.0 [0.31 CsHgNO2 Prolina Aminoacido
13.84 [270.35 (0.09 C17H20; Acido heptadecanico  |Acido graso
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5.8.1 Beta-Sitosterol

El B-Sitosterol (BS) es un compuesto quimico que pertenece al grupo de
los fitoesteroles, que son los esteroles que se encuentran de forma natural en las
plantas. Varios estudios han indicado que los BS inhiben el crecimiento de varias
lineas celulares de cancer que se asocian con la activacion del ciclo de la
esfingomielina, la detencion del ciclo celular y la induccion de la muerte celular
apoptotica. BS aislado de varias plantas promueve la apoptosis mediante el aumento
de los niveles de la primera sefial de apoptosis (FAS) y la actividad de la caspasa-8, a
fosforilacion de la quinasa reguladora de sefiales extracelulares (ERK) y de la proteina
quinasa activada por mitdgenos (MAPK) p38, inhibicion de la proliferacion de células
cancerosas; incluso a bajas concentraciones sin efecto citotoxico para las células no
cancerosas (Rajavel et al., 2017; Ayaz et al., 2019). Por esta gran diversidad de
mecanismos de accion este compuesto y sus derivados se han enfrentado a una gran
variedad de lineas celulares como HepG2, Caco-2, A549, MCF-7 teniendo resultados
prometedores como agente citotoxico y antiproliferativo (Sayeed et al., 2015; Maiyoet
al., 2016; Rajavel et al., 2017; Ayaz et al., 2019). Un aspecto importante sobre este
compuesto es que durante el fraccionamiento aument6 su concentracion; sin embargo,
las fracciones no presentaron la actividad evaluada, lo que sugiere que la accion de un

compuesto en especifico no inhibe el crecimiento celular.

Como se observan en la Tabla 4, hay una pérdida de muchos de los compuestos que
han sido reportados con actividad inhibitoria del crecimiento de células cancerosas.
No obstante, se puede ver como se mantiene la diversidad de compuestos que
conforman las fracciones. Este resultado ha ampliado el panorama con el que se
empez0 la investigacion y nos permite la eleccion de los compuestos que presenten el
efecto deseado concentrando nuestro esfuerzo en la produccién y purificacion en

particular de este.

El presente trabajo ha tenido como objetivo la produccién y caracterizacién de
biocompuestos producidos en condiciones mixaétrofas por la microalga C. sorokiniana
que presentaran actividad citotoxica contra lineas celulares de cancer MCF-7, HT29 y
L5178Y-R. Los resultados obtenidos demostraron que el extracto metanolico crudo de
la biomasa del microorganismo presenta la actividad deseada contra la linea MCF-7.

Ademas, se confirmo su toxicidad ante la linea L5178Y-R aunque las condiciones de


https://es.wikipedia.org/wiki/Fitoesterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Esterol

cultivo de la microalga no fueran las mismas. No obstante, durante el proceso de
fraccionamiento se perdio el efecto citotdxico lo que sugiere una accion sinérgica entre
los componentes del EM asi como una pérdida de compuestos durante la metodologia
de fraccionamiento. Como se habia inferido en el apartado 5.6, el hecho que las
fracciones no afecten la viabilidad de las células cancerosas es debido a que muchos
compuestos como el acido elaguico acetil xilésido, el hidrato de catequina, la
cianidina, el fitoflueno, la isoquercitrina, la astaxantina, la anteraxantina y la
isoramnetina 3-glucdsido-7-ramnodsido con demostrada actividad antiproliferativa y
citotoxica, se pierden durante el fraccionamiento probablemente debido a que quedan
adheridos a la fase estacionaria. La concentracion al salir de la columna es tan baja que
no es detectable ni suficiente para que se genere el efecto observado con el EM. Por
tal motivo, podemos inferir que la diversidad de bioactivos y de mecanismos de accion
propicid la inhibicion de las células MCF-7 y no fue el accionar individual de un

compuesto.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES.

La cepa C. sorokiniana mostrd una mayor velocidad de crecimiento especifica y
produccién de biomasa en condiciones de cultivo mixétrofas. Resultado esperado por

la presencia de una fuente de carbono orgénica en el medio.

En las condiciones de cultivo determinadas en el proyecto se produjeron 1.89 g/L de

biomasa seca. Semejantes valores han sido referidos en la literatura.

El EM presenta actividad citotoxica contra la linea celular MCF-7, en cambio, no
muestra actividad significativa contra la linea celular HT-29. Generalmente esta linea

de adenocarcinoma colorrectal presenta resistencia a muchos farmacos.

Para las células Vero, el mayor valor de citotoxicidad fue inferior al 25% y se observo
para la maxima concentracion evaluada. El resto de los valores no sobrepasaron el
20%. Este resultado indica que el EM no presenta una toxicidad significativa en una

linea celular sana.

La actividad citotoxica observada para MCF-7 y L5178Y-R se produjo por la
diversidad de compuestos presentes en el EM, los cuales presentaban diferentes dianas

en la célula, lo que impide la recuperacién e induce a la apoptosis.

La actividad del EM crudo se pierde con el fraccionamiento debido a que muchos
bioactivos se pierden durante el fraccionamiento probablemente al quedar adheridos a
la fase estacionaria de la columna y por tanto, la accion sinérgica que se producia entre
los compuestos y al evaluarlos por separado la actividad citotoxica se ve drasticamente
atenuada.

Se identifico en el EM isoramnetina 3-glucdsido-7-ramnosido, previamente no
reportado para el género Chlorella, y que representa un bioactivo con un atractivo
potencial debido a sus diversos mecanismos de accidon contra lineas celulares de

cancer.



PERSPECTIVAS

Como prospectos a futuro dado que exceden los alcances de este proyecto quedan
establecer un sistema estacionario que nos permita una mejor separacion y menor
pérdida de los compuestos, asi como la evaluacion de la toxicidad de estos en contra

de lineas celulares humanas no tumorales in vitro y en animales de experimentacion
in vivo.
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Apéndice A, Lista de simbolos y abreviaturas

CO2 Dioxido de Carbono

OMS Organizacién Mundial de la Salud
OPS Organizacién Panamericana de la Salud
L Litro

mL Mililitro

uL Microlitro

pH Potencial de Hidrégeno

Kg Kilogramos

g Gramos

mg Miligramos

h horas

min Minutos

rpm Revoluciones por minuto

EM Extracto metanolico

Abs Absorbancia

MeOH Metanol

DMSO Dimetilsulfoxido

SFB Suero Fetal Bovino
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