UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

POR LA REALIZACION PLENA DELSER
= <
\ D =

{70 Z g
| k,

FACULTAD INGENIERIA, ARQUITECTURA Y DISENO

N

70V aVaIsudAl

“Extraccion y separacion de fracciones de lisados totales de Egregia Mensiezii
para la obtencion de sustancias bioactivas con aplicaciones en tratamientos
contra el cancer de mama”

Tesis
Para cubrir los criterios necesarios para obtener el titulo de

BIOINGENIERO

Presenta

Verdnica Eleonor Olachea Ortega

Directora de Tesis
Dra. Patricia Juarez Camacho
Codirector de tesis

David Cervantes Vasquez

Ensenada B.C., a 23 de abril del 2024.



POR LA REALIZACION PLENA DEL SER

HAINO

bl 4
A |
g
=]
| EA
“
=\

7O,
§

Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ingenieria, Arquitectura y Disefio

Extraccidn y separacion de fracciones de lisados totales de Egregia Mensiezii
para la obtencion de sustancias bioactivas con aplicaciones en tratamiento
contra el cancer de mama

Tesis
Para cubrir los requisitos necesarios para obtener el titulo de
Bioingeniero
Presenta:

Verdnica Eleonor Olachea Ortega

Apro pf)r:

el

Dra. Patricia Juarez Camacho

Director de tesis

Dr. David Cervantes Vasquez Dra. D“e?yanira Pan‘iagug Meza
Co-director Sinodal
Ofid i
TS

Dra. Dora Luz Flores Gutiérrez M.C. Jessica Sharlin Landeros Juarez

Sinodal Sinodal



RESUMEN

De la tesis de Verdnica Eleonor Olachea Ortega, presentada como requisito para la obtencién del titulo
de BIOINGENIOERO. Ensenada Baja California, a 23 de abril del 2024.

Extraccion y separacion de fracciones de lisados totales de Egregia Mensiezii para la obtencion de
sustancias bioactivas con aplicaciones en tratamientos contra el cancer de mama

Resumen aprobado por:

Patricia Juarez Camacho Dr. David Cervantes Vazquez

Directora de Tesis Codirector de Tesis

Este proyecto se centra en la blsqueda y separacién de compuestos provenientes de fuentes
naturales como las algas marinas, con la finalidad de contribuir en la investigacién de nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento del cancer de mama. El cdncer de mama es una
enfermedad caracterizada por el crecimiento descontrolado de células en la mama, y es una
preocupacion de salud significativa en todo el mundo. Actualmente, existen tratamientos
efectivos contra el cancer, sin embargo, muchos de ellos provocan dafios secundarios indeseables
en los pacientes. Por tal motivo, existe una busqueda de nuevos tratamientos terapéuticos con
alta especificidad y menores efectos secundarios. El mar, es una fuerte inagotable de recursos
marinos, incluyendo metabolitos activos provenientes de plantas marinas. En este proyecto se
realizd la extraccion metandlica de compuestos del alga E. Mensiezii y la separacién de los
compuestos mediante RP-HPLC, para posteriormente evaluar su efecto en la viabilidad en la linea
celular de cancer de mama humano MDA-MB- 231 mediante un estudio de MTT a las 24 y 48 h.

Palabras clave: Egregia Mensiezii, cancer, cancer de mama,RP- HPLC, Proliferacion celular.



ABSTRACT

From the thesis of Verdnica Eleonor Olachea Ortega, announced as a requirement to get the
BIOINGINEERING degree, Ensenada Baja California, April 23th 2024

Extraction and separation of total lysate fractions of Egregia Mensiezii to obtain bioactive substances
with applications in the treatment of breast cancer.

Abstract approved by:

Dra. Patricia Juarez Camacho

Advisor Co-advisor

This project focuses on the search and separation of compounds from natural sources such as
marine algae in order to contribute to the research of new therapeutic strategies for the
treatment of breast cancer. Breast cancer is a disease characterized by the uncontrolled growth
of cells in the breast and is a significant health concern worldwide. Currently, effective cancer
treatments are available, however, many of them cause undesirable side effects in patients. For
this reason, there is a search for new therapeutic treatments with high specificity and fewer side
effects. The sea is an inexhaustible source of marine resources, including active metabolites from
marine plants. In this report, the methanolic extraction of compounds from the algae E. Mensiezii
and the separation of the compounds by RP-HPLC, to subsequently evaluate their effect on
viability in the human breast cancer cell line MDA-MB- 231 by MTT study at 24 and 48 h.

Keywords: Egregia Mensiezii, cancer, breast cancer,RP- HPLC, Cellular proliferation.
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1. INTRODUCCION

Los organismos marinos representan una parte importante de la biodiversidad total existente.
Son capaces de sintetizar moléculas bioactivas para defenderse de sus predadores; ademas, la
sintesis necesita producirse en elevadas concentraciones, ya que deben ser capaces de
excretarlas al medio ambiente acuoso y ser suficientes para llevar a cabo su actividad. Bajo esta
premisa, estas sustancias constituyen candidatos para la busqueda de nuevas moléculas
bioactivas potencialmente utiles en diferentes enfermedades como el cédncer. El desarrollo de
estas investigaciones en el mundo, y especificamente en Cuba, muestra una tendencia
ascendente. En la actualidad, varios estudios han mostrado la actividad bioldgica anti proliferativa
de compuestos obtenidos de algas, frente a melanoma, carcinoma nasofaringeo, laringeo, de
pulmdn, mamario, cervicouterino, de colon, de rifidn, enfermedad de Hodgkin y algunos tipos de
leucemia. La versatilidad de actividades bioldgicas mostrada por las moléculas aisladas, aunado
con el metabolismo secundario escasamente estudiado en estos organismos, los convierte en una
fuente importante de investigacion. (David et al., 2015)

El fucoidan es un polisacdrido sulfatado encontrado en las paredes celulares de las algas pardas,
exhibiendo propiedades bioactivas como inmunomodulador y antitumoral. Los resultados
demostraron que el fucoidan actua de manera sinérgica con farmacos antineopldsicos en
modelos in vitro, in vivo y en estudios preclinicos en pacientes con cancer, potenciando la
actividad inmunomoduladora, antitumoral, reduciendo la quimiotoxicidad y aumentando la tasa
de supervivencia, por lo que el fucoidan seria un adyuvante potencial para el tratamiento de
diversos tipos de cancer. (Marcelo Fabricio, 2021)

Las algas marinas también han llamado la atencién en la investigacion biomédica debido a sus
propiedades antioxidantes. En particular, Egregia menziesii es un alga parda que ha mostrado
actividad antioxidante in vitro, por lo cual probar su actividad en un modelo in vivo resulta de
gran interés. En el trabajo reportado por Hernandez cano y colaboradores en agosto del 2023.
reportan el efecto en la disminucion de los niveles de estrés oxidativo en sistema nervioso central
y su relacién con una mejora en los procesos cognitivos. Los resultados muestran que la actividad
locomotora fue similar entre los grupos experimentales y los grupos controles. El analisis de la
prueba de laberinto de ocho brazos muestra una disminucién en la latencia para terminar la
prueba y en los errores en la memoria de trabajo en el grupo de STZ-ALGA, lo cual indica una
mejora en la memoria espacial. Ademas, la administracion del extracto metandlico de E. menziesii
mejord la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD. De este trabajo se obtiene que el alga



parda Egregia menziesii podria ser considerado un antioxidante con mucho campo por estudiar.
(Estefania, agosté 2023)

Otras enfermedades como los trastornos en la coagulacién de la sangre que pueden conducir a
un mayor riesgo de hemorragias o trombosis también han sido objeto de estudio en la busqueda
de compuestos de origen natural que ayuden a combatirla. Estas enfermedades se han
incrementado en las ultimas décadas y no hay suficientes alternativas de sustancias utiles para
remediarlas. En la bisqueda de nuevos compuestos a partir de los recursos naturales marinos, se
han investigado las macroalgas de la costa noroeste del Pacifico mexicano, con el fin de detectar
actividad anticoagulante, entre ellas las algas Egregia menziesii, Ulva neumatoidea, Porphyra
perforata, Silvetia compressa, y Codium fragile. En este o estas investigaciones se ha encontrado
qgue los polisacaridos sulfatados comprenden un grupo complejo de macromoléculas con
propiedades de gran importancia bioldgica. Estos polimeros anidnicos estdn ampliamente
distribuidos en la naturaleza, presentes en una gran variedad de organismos. En las algas marinas,
los carragenanos y fucoidanos estan compuestos principalmente por galactosa sulfatada y fucosa,
respectivamente. Entre las propiedades mads estudiadas de los polisacdridos sulfatados estan la
actividad anticoagulante y antitrombdtica. Dentro de las algas cafés de las cuales se han obtenido
polisacaridos sulfatados con actividad anticoagulante estdn Padina gymnospora, Dictyota
menstrualis, Sargassum stenophyllum, Spatoglossum schroederi, Eisenia arborea, Sargassum
fulvellum; de las algas rojas Gigartina skottsbergii y algas verdes Codium cylindricum.
(Cicimar.ipn.mx, 2024)

2. ANTECEDENTES

El cdncer es un grupo de enfermedades en donde algunas células del cuerpo se multiplican sin
control y pueden tener la capacidad de diseminarse a otras partes del cuerpo. Es posible que el
cancer comience en cualquier parte del cuerpo humano, formado por billones de células. En
condiciones normales, las células humanas se forman y se multiplican mediante un proceso
llamado division celular, para formar células nuevas a medida que el cuerpo las necesita. Cuando
las células envejecen o se dafan, mueren y las células nuevas las reemplazan.

Sin embargo, el proceso no siempre sigue este orden, y las células normales se pueden daiar y
no responden al control de sefales de crecimiento celular, multiplicAndose cuando no deberian.
Estas células forman tumores, los cuales pueden ser cancerosos (malignos) o no cancerosos
(benignos).
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Existen mas de 100 tipos de cancer. En general, los tipos de cancer llevan el nombre de los 6rganos
o tejidos donde se forma el cancer. Por ejemplo, el cdncer de pulmdn se inicia en el pulmédn, y el
cancer de encéfalo se inicia en el encéfalo. A veces el cancer se describe por el tipo de células que
lo formaron, como las células epiteliales o las células escamosas.

El cancer de mama es una enfermedad en la cual las células de la mama se multiplican sin control.
Existen distintos tipos de cancer de mama. El tipo de cancer de mama depende del tipo de células
de la mama en donde se originé el tumor.

La mayoria de los canceres de mama comienzan en los conductos o en los lobulillos. El cancer de
mama puede diseminarse fuera de la mama a través de los vasos sanguineos y los vasos linfaticos.
Cuando el cancer de mama se disemina a otras partes del cuerpo, se dice que ha hecho
metdstasis.

Los tipos mds comunes de cdncer de mama son:

. Carcinoma ductal infiltrante. Las células cancerosas se originan en los conductos vy
después salen de ellos y se multiplican en otros tejidos mamarios. Estas células cancerosas
invasoras también pueden diseminarse, o formar metdastasis, en otras partes del cuerpo.

J Carcinoma lobulillar infiltrante. Las células cancerosas se originan en los lobulillos y
después se diseminan de los lobulillos a los tejidos mamarios cercanos. Estas células cancerosas
invasoras también pueden diseminarse a otras partes del cuerpo.

En 2020, en todo el mundo se diagnosticé cancer de mama a 2,3 millones de mujeres, y 685, 000
fallecieron por esa enfermedad. A fines del mismo afio, 7,8 millones de mujeres a las que en los
cinco anos anteriores se les habia diagnosticado cdncer de mama seguian con vida, lo que
convierte a este cancer en el de mayor prevalencia en el mundo. El cdncer de mama afecta a
mujeres de cualquier edad a partir de la pubertad en todos los paises del mundo, pero las tasas
son mayores entre las mujeres adultas. (World OMS, 2023)

La mortalidad por cancer de mama mostré pocos cambios entre 1930 y 1970, periodo en el que
el tratamiento primario consistia solo en la intervencidén quirdrgica (mastectomia radical). Las
tasas de supervivencia comenzaron a mejorar en 1990, cuando los paises pusieron en marcha
programas de deteccion precoz del cdncer de mama asociados a programas de tratamiento
integrales que incluyen tratamientos farmacoldgicos eficaces.

Pertenecer al género femenino es el principal factor de riesgo en el caso del cancer de mama.
Aproximadamente entre el 0,5% y el 1% de los casos de cancer de mama afectan a varones. El
tratamiento de esa enfermedad en los varones sigue los mismos principios que los que se aplican
a las mujeres.

Algunos factores aumentan el riesgo de padecer cancer de mama, como el envejecimiento, la
obesidad, el consumo perjudicial de alcohol, los antecedentes familiares de cancer de mama, el
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historial de exposicion a radiacion, el historial reproductivo (como la edad de inicio de los
periodos menstruales y la edad en el primer embarazo), el consumo de tabaco y el tratamiento
hormonal posterior a la menopausia. Alrededor de la mitad de los casos de cancer de mama
corresponden a mujeres sin ningun factor de riesgo identificable, a excepcion del género (mujer)
y la edad (mas de 40 afios). Los antecedentes familiares de cancer de mama aumentan el riesgo
de padecerlo, pero la mayoria de las mujeres a las que les ha diagnosticado cdncer de mama no
tenia antecedentes familiares conocidos de la enfermedad. La falta de antecedentes familiares
conocidos no necesariamente significa que una mujer esté menos expuesta a padecer cancer de
mama. Algunas mutaciones genéticas hereditarias de alta penetrancia aumentan
considerablemente el riesgo de cdncer de mama, las mas dominantes son las mutaciones en los
genes BRCA1, BRCA2 y PALB2. Las mujeres a las que se detectan mutaciones en esos genes
importantes pueden plantearse la posibilidad de optar por estrategias de reduccién del riesgo,
como la extirpacion quirdrgica de ambos senos. (World OMS, 2023)

Por otro lado, las algas marinas se han convertido en objetivo importante para la industria de Ia
biotecnologia debido a la alta cantidad de compuestos bioactivos descubierto recientemente a
partir de ellas. Entre la investigacion que se realiza para combatir o encontrar alternativas de
tratamiento para las enfermedades como el cancer, se tiene la busqueda de compuestos con
actividad bioldgica extraidos de productos naturales, tales como las algas, mismos que podrian
ser una alternativa de tratamiento en algunos tipos de cancer.

1.2 ALGAS

Desde las algas microscdpicas hasta las macroalgas, son organismos acuaticos que cumplen un
papel importantisimo en el planeta: son grandes aportadores de oxigeno, participan con cerca
del 50% de la fotosintesis y mitigan el calentamiento global. Las algas marinas han sido empleadas
como fuente de alimentacion desde las primeras civilizaciones, gracias a su elevado contenido
nutricional. En la actualidad, se utilizan en diversas industrias. En los ultimos afos, las algas
marinas han despertado el interés de los investigadores debido a su composicién en sustancias
con actividad bioldgica. La biomasa metabdlica de las algas marinas esta influenciada por factores
ambientales como la temperatura, salinidad del agua, nutricién, especie, lo que amplia aun mas
la diversidad y caracteristicas de los compuestos que producen. En particular, las algas marrones
son destacadas en la medicina tradicional asidtica, donde se utilizan para tratar diversas
patologias como por ejemplo obesidad, hipertension ,diabetes. Esto se debe a la produccién de
compuestos como polifenoles, polisacaridos y pigmentos, responsables de su bioactividad.
(Olivares-Bariuelos et al., 2019)
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1.3 MACROALGAS

Las macroalgas son un tipo de alga marina de tamafio macroscépico, multicelulares en general y
qgue, por lo tanto, se diferencian de las microalgas, las cuales son de tamafo microscépico y son
unicelulares. Tan solo un 10% de las especies son marinas, el resto son de agua dulce. Se
distribuyen en zonas en las que la luz solar llega deficientemente para realizar la fotosintesis. Las
macroalgas las podemos clasificar en 3 grandes grupos, las algas verdes (Phylum Chlorophyta),
las algas pardas (Clase Pheophyceae) y las algas rojas (Phylum Rhodophyta). Todas poseen
clorofila y sus colores se deben a la presencia de otros pigmentos. (Giulia Graziati, 2022)

1.2 EGREGIA MENSIEZII

Egregia Mensiezii pertenece a la familia Lessoniaceae, es un alga parda que se encuentra en las
costas del Pacifico desde Baja California, México hasta, Canada. Es una especie conocida
comunmente como algas boa de plumas. Es la Unica especie en el género monotipico Egregia. Es
de color marrén oscuro, de textura brillante y rugosa, y puede alcanzar mas de cinco metros de
largo. Tiene hojas largas, planas, en forma de tiras, revestidas con pequefias hojas de unos pocos
centimetros de largo cada una. Hay neumatoquistes a intervalos a lo largo de las frondosa que
proporcionan Flotabilidad. El alga varia en morfologia; el raquis, o tira central, de la fronda puede
ser lisa o corrugada, y las hojas a lo largo del borde del raquis pueden tener una variedad de
formas. (Alga Parda Boa Emplumada (Egregia Menziesii), 2016)

b 15

FIG.1y 2 DESCRIPCION VISUAL DE LA ESTRUCTURA DE EGREGIA MENZIESII
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1.2 EGREGIA MENSIEZII EN CANCER

Diversos estudios han demostrado que es posible prevenir y detener la progresion del cancer
mediante el uso de compuestos con actividad bioldgica provenientes de fuentes naturales.
Alrededor del mundo, en diferentes ambientes marinos se han encontrado compuestos capaces
de combatir distintos tipos de cadncer, tales como los reportados en varias especies de algas como
por ejemplo a Undaria pinnatifida, alga parda Fucus vesiculosu entre otras. En algunos casos se
ha asociado el tipo y la cantidad de estos compuestos no sélo a la especie, sino también a la
exposicion y adaptacion a condiciones extremas en el ambiente. (Super User, 2019)

Las algas pardas contienen compuestos bioactivos que han mostrado efectos antitumorales. Estas
caracteristicas se han observado repetidamente en la familia de Lessonidceas. Egregia menziesii,
miembro de esta familia, se distribuye en el Pacifico Norte y sus propiedades han sido poco
estudiadas. (Olivares—Bafiuelos et al., 2019)

Los beneficios terapéuticos del fucoidan del alga parda en el tratamiento del cancer de mama han
despertado un considerable interés en los ultimos afios. Sin embargo,aun es limitada la
investigacion que utiliza esferoides que proporcionan resultados relevantes en ensayos de
productos antitumorales e inmunomoduladores que simulan adecuadamente el microambiente
tumoral . (Condori-Macuri et al.,2023)

El objetivo a largo plazo de este estudio es evaluar la actividad anticancerigena de extractos de
las algas marinas Egregia menziesii. En este trabajo se obtuvieron extractos orgdnicos a partir de
las algas obtenidas por buceo en la bahia de Ensenada y se separaron sus componentes utilizando
la técnica de HPLC como primer paso para su evaluacién como terapia alternativa contra el cancer.

3. HIPOTESIS

El alga Egregia Menziesii contiene compuestos activos con actividad anti proliferativa en células
de cancer de mama.
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4. OBIJETIVO

Extraer y separar diferentes compuestos el Alga Egregia Mensiezii, mediante la técnica de RP-
HPLC, para posteriormente evaluar su actividad biologica en células cancerigenas de cancer de
mama mediante ensayos de MTT.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtenerlos extractos de las algas a través de extracciones metandlica

e Separar los compuestos presentes en los extractos a través de corridas de RP-HPLC
y dedsmosis

e Evaluar la viabilidad celular de los compuestos aislados en un ensayo de MTT

e Comparar el efecto de diferentes fracciones del alga Egregia Mensiezii en la viabilidad
celular

e Identificar las fracciones inhibitorias contra el cdncer de mama para futuros
experimentos

6. METODOLOGIA
6.1 COMPUESTOS AISLADOS CON METANOL

Entre la metodologia experimental utilizada en este trabajo, se decidié utilizar el metanol como
el solvente en esta tesis ya que es un disolvente organico polar, también conocido como alcohol
metilico. El metanol es soluble en muchos disolventes organicos como los éteres, los alcoholes,
las cetonas y los hidrocarburos clorados. Su solubilidad depende de la polaridad y la estructura
molecular del disolvente, asi como de la temperatura y la presién.

El metanol se utiliza comunmente como componente de la fase mévil en HPLC y debido a su bajo
punto de ebulliciéon Y alta solubilidad con una variedad de compuestos. A menudo se utiliza en
HPLC de fase inversa para separar compuestos polares como aminoacidos y péptidos, y en HPLC
de fase normal para separar compuestos no polares.

Entre los compuestos que se pueden extraer con metanol que pueden ser beneficiosos para el
ensayo de MTT tenemos:
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Pigmentos: Antioxidantes, con actividad antiinflamatoria, con actividad antiviral, con actividad
neuroprotectora, con actividad anti-obesidad, con actividad anti-angiogénica, con actividad
contra el cancer. (Gimenez et al., 2013)

Compuestos fendlicos: Son antioxidantes naturales que pueden ayudar a combatir el dafio celular
causado por los radicales libres, y se ha sugerido que podrian tener beneficios en la prevencion
del cancer. (A. Cereceres—Aragon et al., 2018)

Carbohidratos libres: Las algas pardas pueden contener polisacaridos que han mostrado
propiedades bioactivas, incluyendo posibles efectos anticancerigenos. (Facultad de Ciencias,
2023))

6.2 FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA EN FASE REVERSA (RP-HPLC) EN LA INVESTIGACION DE LOS
METABOLITOS ACTIVOS

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica
gue permite separar mezclas complejas de sustancias de procedencia diversa, con el propdsito
de identificarlas, cuantificarlas y purificarlas. Esta técnica es considerada una de las técnicas de
purificacidn mas versatiles y confiables teniendo una amplia aplicacién en la investigacion
guimica, bioquimica y clinica, entre otras, para la determinacién de la pureza de sustancias, la
deteccion de metabolitos de interés farmacoldgico de plantas, la deteccién de metabolitos de
drogas en fluidos bioldgicos, el aseguramiento de la calidad de productos farmacéuticos,
etc.(buzonuv@uv.mx, 2024).

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su polaridad. El principio
de la cromatografia en fase reversa es semejante al de la cromatografia en capa fina. Sin embargo,
aqui la fase estacionaria es de particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos
saturados, insaturados o aromaticos de diferentes tipos. Esto convierte a la fase estacionaria en
una matriz apolar. Por lo tanto, para este tipo de cromatografias se emplean mezclas de solventes
polares, tales como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y alcoles alifaticos.
(Cromatografia En Fase Reversa (Estructura de Proteinas), 2024)

La fase moévil desempefia un papel importante en la cromatografia, especialmente en la
separacion de los compuestos de la muestra. Es la que transporta los compuestos disueltos en el
medio de la columna hacia el detector (Gases Industriales, 2024)
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Esta técnica fue utilizada en este trabajo para poder separar e identificar los compuestos
presentes en los extractos de las algas. Para la realizacién de las pruebas en HPLC de este trabajo,
una vez se obtuvieron los extractos de las algas se inyectaron 500 pl y se utilizéd una columna de
Zorbax 300SB-C18. Estas pruebas tienen una duracién de 60 min.

Muestra

—
Bomba
impulsion

Deposito
fase movil

Detector

Datos ___l__- :I _—J

— lr-"

Desecho

FIG. 3 FUNCIONAMIENTO Y PROCESO DEL ANALITO EN EL RP-HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiencia)

6.3 SEPARACION DE SOLUTOS POR OSMOSIS

Es un proceso mediante el cual se purifica una muestra de agua eliminando las particulas en
suspension. La tecnologia dsmosis inversa es un tipo de tratamiento fisicoquimico que copia a la
naturaleza para eliminar impurezas del agua, haciéndola pasar a través de unas membranas
semipermeables. (Ferrovial, 2021)

Esta técnica fue utilizada en este trabajo para poder extraer las sales presentes en el extracto
metanolico obtenido en la primera etapa. Se utilizo una membrana de 12,000 daltones, en las
cuales se ingreso el extracto previamente pasado por el roto evaporador y se sumergieron en
agua destilada, estuvieron en rotacion constante y con cambios de agua cada 4 horas por 1 dia.
De esta prueba se observé la presencia en exceso de las sales en el extracto. Posteriormente se
pasé por RP—HPLC.
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FIG. 4 PROCESO DE SEPARACION DE LOS SOLUTOS ATRAVES DE OSMOSIS

6.4 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR MEDIANTE MTT

El ensayo con MTT (sigma) se utiliza para medir la actividad metabdlica celular como indicador
de la viabilidad, la proliferacién y la citotoxicidad celulares. Este ensayo colorimétrico se basa en
la reduccion de una sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio o MTT) a cristales de formazan de color morado por las células metabdlicamente
activas. Las células viables contienen enzimas oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H que
reducen el MTT a formazan. Los cristales de formazan insolubles se disuelven utilizando una
disolucién de solubilizacién y la disoluciéon coloreada resultante se cuantifica midiendo la
absorbancia a 500-600 nandmetros con un espectrofotémetro multipocillos. Cuanto mas oscura
sea la disolucién, mayor sera el nimero de células metabdlicamente activas viables. (“Protocolo
Del Analisis de La Viabilidad Y La Proliferacion Celulares Con MTT,” 2016).

Al aplicar el primer tratamiento que es el resultado del RP—HPLC se incubaron nuestras células por
24 hr, posterior mente se le aplico MTT, para dejarlas incubando por 5 horas, y ponerle el MTT
stop, y asi dejarlas incubar por 16 hr para finalmente poder ver su absorbancia en el
espectrofotdmetro multipocillos.

6.5 CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE CELULAS

En este trabajo se utilizaron células MDA-MB-231.Estas células fueron aisladas por primera vez
por Cailleau y sus colaboradores en 1973, a partir de una muestra de derrame pleural de una
paciente con cancer de mama que fallecid de esta enfermedad en el Anderson Hospital (Houston,
EE. UU.) Los estudios bioquimicos y genéticos con estas células han contribuido enormemente a
la investigacién del cdncer de mama y al desarrollo de fdrmacos para ayudar a combatirlo. son
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conocidas por ser altamente invasivas y tienen la capacidad de formar tumores en modelos
animales. Son ampliamente utilizadas para estudiar la biologia del cancer, la progresién tumoral,
la invasion y la metastasis. (Cailleau de, 2012)

Para iniciar nuestro mantenimiento celular debemos activarlas ya que al ser experimento nuevo
estan crio preservadas.

Se pusieron las células en bafio maria y antes de que se descongelaran en su totalidad se pasaron
a un tubo previamente preparado con PBS, para posteriormente ponerlo a centrifugar. Quitamos
el sobrenadante, se re suspendié con 1 mil de medio y sembramos, esas fueron nuestras células
durante todo este experimentd. Se aplicaron 5,000 células por pocillo.

Se realizaron cambios de medio cada dos dias para evitar que las células llegaran a confluencia 'y
evitar muerte celular, en esta ocasion se trabajé con confluencias del 60-70% ya que si se pasaba
de estdbamos propensos a tener muestre celular. En este experimento se trabajaron con dos cajas
de células ya que eran experimentos de 24 y 48 h, procuradbamos tener células de reserva.

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

FIG. 5 CELULAS MDA-MB-231 EN ALTA Y BAJA DEFINICION (ATCC, 2020)

6.5 EXTRACCION Y SEPARACION DE METABOLITOS

Las algas se obtuvieron en la bahia de todos santos. Sé secaros y pulverizaron, posteriormente se
colocaron 10 g en un matraz con 250 mL del solvente correspondiente (metanol), y se sonicaron
utilizando un sonicador Barson MODELO 2800: 2,8 L / 0,75 GAL por 60min. Las muestras
obtenidas se filtraron. Posteriormente, se puso en el rotor evaporador marca Buchi R-100 a 65°
C por una hora. Para quitarle las sales a las muestras se sometieron a un proceso de osmosis, con
una membrana semipermeable de 12,000 daltones, se realizaron cambios de agua cada 4 horas
durante 1 dia.
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Se liofilizé por 3 dias, se re suspendié con la solucién B (ACN +0.1% TFA) de RP- HPLC, para poder
inyectarlo al equipo de RP—-HPLC fue necesario filtrarlo con unos filtros especiales para RP-HPLCy
una jeringa. Sé inyectaron 500 ul de soluto. Al finalizar el RP—HPLC se obtuvieron 13 corridas de
MeOH, se pusieron a congelar para poner a liofilizar los tubos obtenidos, cuando estuvieron listos
se colocaron en un solo tubo, para solo tener un tubo de la corrida 1, uno de la corrida 2 y asi
sucesivamente, posteriormente se pusieron a congelar para ponerlo a liofilizar nuevamente. Los
extractos obtenidos estuvieron listos para hacer los experimentos de viabilidad celular (MTT).

6.6 ENSAYO DE PROLIFERACION DE CELULAS MTT

Para el MTT se sembraron las células MDA-MB-231 en una placa de 96 pozos, se utilizaron 5,000
células por pozo, en 32 pozos, al dia siguiente se agregd tratamiento, re suspendido en 500 ul y
una dilucién 1:5. A partir de ahi se realizaron diluciones seriadas 1:2, y se aplicaron a las células.
Los ensayos se incubaron a 24 y 48 h. Transcurridas esas horas se agregaron 10 ul de MTT a cada
pozo. Cinco horas mas tarde se detuvo la reaccién con el buffer stop de MTT, se incubd la placa
por 16 h. Finalmente, se leyd su absorbancia a 570 nm. Los resultados obtenidos se analizaron y
graficaron utilizando el programa Grahpad.

7. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DE LA SEPARACION POR RP-HPLC

Las algas recolectadas en la bahia de Baja California, después de su almacenamiento, se secaron
y se pulverizaron para su posterior extraccion con metanol. La figura 5 muestra los resultados
obtenidos en la cromatografia de alta eficiencia en fase eversa (RP-HPLC). Como se puede
observar, los primeros cinco picos, que fueron los mas altos, indicaron una regién en la que es
mas probable encontrar compuestos bioactivos, es por eso por lo que se descartaron los demas
picos, ya que la intensidad de los picos no representa claramente la presencia de algunos otros
compuestos. Como se puede observar en el eje x se muestra el tiempo trascurrido desde el inicio
de la inyeccidon de la muestra y hasta los 70 min. En el eje y se muestra la absorbancia en mili-
unidades de absorbancia, el area bajo la curva a es proporcional a la abundancia de la fraccién .
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Fig. 5: Perfil de separacién de los metabolitos del extracto metandlico (MeOH) en RP-HPLC. En la
imagen se aprecian, encerrados en cuadros rojos, los 5 picos colectados a partir de los extractos
metandlicos. Las muestras fueron recolectadas cada 5 minutos durante 60 minutos.

7.2 RESULTADOS DEL EFECTO DE LAS FRACCIONES DEL ALGA EGREGIAEN LA
PROLIFERACION CELULAR DE LAS CELULAS CANCEROSAS

Para evaluar si las fracciones del extracto total de Egregia contienen metabolitos activos que
modulen la proliferacidn celular de las células MDA-MB-231, se tomaron las fracciones
asociadas a los picos mas prominentes en el ensayo de HPLC, y se evalud su efecto en la
proliferacidn celular utilizando la técnica de MTT. La figura 6 muestra el efecto de diferentes
diluciones correspondientes a la fraccion 1 a las 24 y a las 48 horas de tratamiento. Se puede
observar que el tratamiento a las 24 h no tuvo un efecto significativo en la proliferacion de las
células. Sin embargo, a las 48 h la fraccion sin diluir 1:1 y diluida 1:2 inhibieron
significativamente el crecimiento celular. En la figura 7 correspondiente a la fraccidn 2 se
puede observar que en 24 h no hay efecto significativo, sin embargo, a las 48h inhibid la
proliferacién celular de manera significativa a través del tiempo. En la figura 8
correspondiente a la fraccidén 3, podemos observar en comparacion de las 24 y 48 h que no
hay efecto alguno con el paso del tiempo, si se compara el control con las diluciones se puede
observar que no existe la inhibicidn. En la figura 9 correspondiente a la fraccidn 4 se puede
observar en la grafica de 24h una variacion, lo que pudo deberse a un error al momento del
pipeto o que en esa placa en esos pocillos hayan tenido mas células, pero si se comparan las
corridas a las 48 y a las 24 h no se ve efecto alguno con el paso del tiempo. En la figura 10
correspondiente a la fraccion 5 la grafica de 48 h muestra que es muy probable que algunos
pocillos hayan tenido células de mas pero si las comparamos las graficas de 24 y 48h se
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observa que no hay efecto alguno con el paso del tiempo, sin embargo, la fracciéon 1y 2
presentd inhibicion significativa.

A) 24H B) 48H

— 201 5
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5 1.5 = control 2
S 1.56 (1:12) £ & Contrdl
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Fig. 6: a) Se puede observar que no hay efecto significativo, b) Se puede ver que la dilucién al
100% inhibid la proliferacién celular de manera significativa a través del tiempo. ( ANOVA de una
via *p<0,05 representa diferencias significativas con respecto al control positivo)
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Fig. 7: c) no se ve efecto significativo, d) se puede observar que la dilucion 100% inhibid la
proliferacién celular de manera significativa a través del tiempo. ( ANOVA de una via *p<0,05
representa diferencias significativas con respecto al control positivo)
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Fig. 8: e) No se ve efecto significativo, f) No se observa algun efecto significativo. ( ANOVA de una
via *p<0,05 representa diferencias significativas con respecto al control positivo)
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Fig. 9: g) La dilucién mas diluida 1:12 tuvo efecto inhibitorio y la dilucién 1:6 promovid la
proliferacién, h) No se observa efecto significativo. (ANOVA de una via *p<0,05 representa
diferencias significativas con respecto al control positivo)
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Fig.10: i) se puede observar que la dilucidon 1:4 aumento la proliferacién, j) si los comparamos
entre las 24 y 48 h no hubo efecto, pero si lo vemos por separado se observa que aumento la
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proliferacién. ( ANOVA de una via *p<0,05 representa diferencias significativas con respecto al
control positivo)

8 DISCUSION

El cancer de mama sigue siendo un desafio significativo en la salud global, afectando a millones
de mujeres en todo el mundo. A medida que continuamos profundizando en nuestra
comprensién de los mecanismos subyacentes y las caracteristicas moleculares de esta
enfermedad, se vuelve crucial abordarla desde una perspectiva cientifica integral. Los avances
mas recientes en la investigacion del cancer de mama nos llevan a considerar enfoques
novedosos, como el uso de extractos de algas como Egregia Mensiezii, que han demostrado tener
propiedades anticancerigenas. (Tatiana Nenetzen Olivares-Bafiuelos et al., 2019).

En este trabajo hicimos una extraccion metandlica siguiendo el protocolo de la tesis de Monica
Itzel Rodriguez Farias, en el alga Egregia Menziesii para posteriormente someterlos a un ensayo
de viabilidad celular para asi obtener sustancias bioactivas con aplicacion en el cancer de mama.

En linea con investigaciones previas, como la realizada por Tatiana Nenetzen Olivares—-Banuelos
en 2019, nuestros resultados respaldan la eficacia de los extractos de Egregia Mensiezii en la
inhibicién del crecimiento celular del cdncer. En particular, hemos observado una inhibicion
significativa en las células cancerosas, lo cual sugiere la presencia de metabolitos activos en las
fracciones 1y 2, que pueden ser responsables de esta actividad anticancerigena.

No obstante, es fundamental realizar estudios adicionales para profundizar en la comprension de
los componentes especificos presentes en estas fracciones y su mecanismo de accion exacto.
Ademas, se necesitan investigaciones adicionales para evaluar el impacto de estas fracciones en
células normales, asegurando que su uso terapéutico sea selectivo hacia las células cancerosas
sin afectar el funcionamiento celular normal.

Finalmente, de acuerdo a los resultados mostrados en este trabajo es posible concluir que los
extractos metanolicos del alga Egregia Mensiezii presenta fracciones con la presencia de
compuestos con la la actividad anticancerigena en el cancer de mama. Sin embargo, se requiere
mas investigacion para comprender completamente su potencial terapéutico y su aplicacion
clinica efectiva en el tratamiento de esta enfermedad devastadora.
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9 CONCLUSION

Los resultados demostraron que algunas de las fracciones obtenidas del alga Egregia Mensiezii
tuvieron un efecto inhibidor en las células cancerosas de mama en condiciones especificas.
Mientras que algunas fracciones no mostraron efecto significativo en la viabilidad celular, otras
presentaron una clara inhibicion del crecimiento celular, especialmente en concentraciones mas
altas y después de un periodo de incubacion de 48 horas.

Estos hallazgos sugieren que el extracto de alga Egregia Mensiezii contiene compuestos
bioactivos con potencial anticancerigeno. Y estos se encuentran en la fraccién 1y 2 obtenidos por
la técnica de HPLC en este trabajo. Sin embragé, se requieren hacer estudios posteriores para
realizar la separacion de las fracciones 1 y 2 y poder determinar cudles son los metabolitos activos
presentes que estén teniendo efecto inhibitorio en el crecimiento de las células cancerosas MDA-
MB-231. Del mismo modo, se requiere realizar mdas pruebas biolégicas para comprender los
mecanismos anticancerigenos de estos metabolitos y su posible aplicacién terapéutica
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