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Analisis del efecto antilipidémico de extractos organicos del alga marina

Egregia menziesii y Undaria pinnatifida

Resumen

En basqueda de productos naturales que puedan ayudar al tratamiento de problemas
como la obesidad y enfermedades asociadas, como la diabetes, enfermedades
cardiovasculares, entre muchas mas, se realizaron extractos metandlicos y acuosos
de dos macroalgas pardas del pacifico mexicano Egregia menziesii y Undaria
pinnatifida. Se evaluo la letalidad de estos compuestos en Artemia salina y eritrocitos
donde no presentaron una letalidad significativa a 1000 ug/mL. En conjunto se evalud
el efecto que los extractos metandlicos y acuosos presentaron al ser expuestos a la
linea celular NIH/3T3 a una concentracion de 1000 pug/mL, se observaron cambios
significativos en la morfologia de estas células y se reportd que entre el 90-100% de
viabilidad de las células NIH/3T3 se observaron en los grupos de &cido citrico,
tetrahidrolipstatina y control, para el fucoidan, Em-Met, y Up-Ac tuvieron un
porcentaje de viabilidad entre el 50% y el 60%, para el grupo de Up-Met present6 un
porcentaje menor al 30% y los grupos tratados con acido palmitico y Em-Ac
presentaron una viabilidad casi nula menor al 1%. Estos resultados sugieren que el
cambio morfolégico es importante para la evaluacion de los extractos organicos y la

viabilidad que presentan.

Palabras clave: Macroalgas pardas; Obesidad; Compuestos bioactivos; Fucoidan



1. Introduccion

En México, el uso y conocimiento de plantas medicinales se desarroll6 en las culturas
prehispanicas y actualmente se acentla esta practica por tres razones: la atencion a
sus enfermedades, la extensa flora, asi como una amplitud en nimero de grupos
indigenas que conservan sus propias tradiciones. Debido a esto, el pais presenta las
condiciones Optimas para la identificacion de plantas que podrian fungir como base
para el desarrollo de fitofarmacos para el tratamiento de distintas patologias(Castro
Juérez et al., 2014).

En los dltimos afios los productos naturales y sus derivados han atraido la atenciéon
de la comunidad cientifica como fuente natural y novedosa de compuestos con
potencial uso en la industria farmacéutica, cosmética e incluso alimentaria.
Numerosos estudios han demostrado que la ingesta de estos metabolitos con
propiedades bioactivas, estdn asociadas con un menor riesgo en el desarrollo de
diversas condiciones cronicas (ej. obesidad, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas) incluso la eliminacién del patégeno en enfermedades
infecciosas (Batista Gonzalez et al., 2009; Paola Alejandra Tenorio et al., 2018;
Restrepo Garzén, 2015).

Dentro de este grupo de plantas se encuentran las algas marinas. Las algas son
organismos autétrofos de estructura simple, con escasa o nula diferenciacion celular
y de tejidos complejos por lo que son talofitas. Taxondmicamente las macroalgas se
clasifican en tres grupos: Chlorophyta o clorofitas, Phaeophyta o feofitas y
Rhodophyta o rodofitas, que corresponden a algas verdes, pardas y rojas
respectivamente, nombres dados porgue presentan pigmentos que predominan sobre
los otros (Gutiérrez Cuesta et al., 2016). Las algas marinas se han consumido en Asia
desde tiempos remotos, mientras que en paises occidentales su principal aplicaciéon
ha sido como agente gelificante y coloide para la industria alimenticia, farmacéutica y
cosmeética. Las algas son buena fuente de nutrientes como proteinas, vitaminas,
minerales y fibra dietética, siendo la fibra dietética de algas particularmente rica en
fraccion soluble (Quitral R et al., 2012). Si se comparan las algas con vegetales
terrestres, se encuentran mas componentes beneficiosos para la salud en las
primeras, como acidos grasos omega-3 y moléculas bioactivas. Ademas, las algas
sintetizan diversos metabolitos secundarios que presentan actividad antioxidante,

antiinflamatoria, anticancerigena y antidiabética (Ibafiez & Herrero, 2017).



Asi, las algas se pueden considerar una fuente natural de gran interés ya que
contienen compuestos con numerosas actividades biologicas y pueden ser usadas
como ingrediente funcional en muchas aplicaciones industriales como en alimentos
funcionales(Olivares-Bafiuelos et al., 2019), lo que las convierte en interesantes
objetos de estudio.

Considerando el gran potencial de las macroalgas y los problemas de salud
relacionados con la obesidad, este trabajo tiene como objetivo principal investigar el
efecto antilipidémico de extractos de las macroalgas marinas Egregia menziesii y
Undaria pinnatifida. El conocimiento generado sobre los posibles compuestos con
potencial farmacologico para tratar problemas de salud publica como la obesidad,
aportard informacion en la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos contra

enfermedades de importancia en nuestro pais y en el mundo.



2. Justificacion

En México existe una alta tasa de enfermedades relacionadas con la obesidad, como
la diabetes y la hipertension, las cuales son enfermedades de salud publica que
representan un serio problema en la poblacién de nuestro pais. Por lo tanto, es
necesario buscar alternativas médicas y nutricionales que disminuyan la acumulacion
de lipidos y contribuyan a reducir dichos padecimientos. Una de las alternativas que
se exploran en la actualidad es buscar compuestos activos de fuentes naturales, los
cuales pueden ser consumidos directamente como parte de la dieta alimenticia, o bien
coémo suplementos o medicamentos que ayuden a reducir dicho problema de salud.
En este sentido, las macroalgas marinas representan una importante fuente de
compuestos bioactivos con potencial médico. Considerando esto, en el presente
proyecto se plantea analizar y evaluar el efecto antilipidémico de extractos de las
algas marinas Egregia menziesii y Undaria pinnatifida para probar si es posible que
el consumo de estas macroalgas tenga beneficios en la salud humana. Ademas de
ayudar a la poblacion a mejorar sus condiciones de vida, los resultados de
investigacion tendran también un impacto favorable a los gastos médicos que estas
enfermedades generan, tanto a los centros de salud, como a los familiares que se

encuentren en relacion.

3. Antecedentes

3.1 Obesidad

En México el 70% de los mexicanos padece sobrepeso y casi una tercera parte sufre
de obesidad, ademas, esta enfermedad se asocia principalmente con la diabetes y
enfermedades cardiovasculares, pero también con trastornos 6seos y musculares y
algunos tipos de cancer (Barquera & Rivera, 2020). Los hébitos alimenticios poco
saludables y la falta de ejercicio ocasionan el 32% de las muertes de mujeres y el
20% de hombres en el pais (La Obesidad En México, 2016).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el desequilibrio entre el
ingreso y el gasto de calorias es la causa fundamental de la obesidad y el sobrepeso:
una acumulacién anormal y excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.

El indice de Masa Corporal (IMC) es uno de los criterios mas importantes para



conocer las condiciones de nutricion, desnutriciébn, peso adecuado, sobrepeso y
obesidad en las personas (Figura 1). Considera tres factores: sexo, peso actual y
estatura.
Sobrepeso y obesidad de acuerdo al
ndice de Masa Corporal (IMC)
IMC

Igual o mayor a 25 kg/m? y menor a 29.9 kg/m?y en
Sobrepeso las personas adultas de estatura baja, igual o mayor
a 23 kg/m?y menor a 25 kg/m?

Igual o mayor a 30 kg/m2y en las personas

Obesidad:
& adultas de estatura baja igual o mayor a 25 kg/m?

Nota. Se considera talla baja a la clasificacion que se hace como resultado de |a medicién de
estatura menor a 1.50 meos en la mujer adulta y menor de 1.60 metros para el hombre
adulto.

Fuente: Norma Oficial Mexicana NOM-174-SSA1-1998

Figura 1. Rangos para determinar el indice de masa corporal (IMC) (Obesidad y Sobrepeso. Menos
Kilos, Mas Vida, 2021).

Estimaciones realizadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desde 1975,
indican que la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo; en 2016 méas de 1900
millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650
millones eran obesos.

La obesidad y el sobrepeso son enfermedades crénico-degenerativas que deben ser
tratadas por un meédico, idealmente por un médico bariatra, un especialista que
atiende este tipo de padecimientos que conllevan a otros como la diabetes, higado
graso e hipertension (Figura 2). Todo tiene su precio y comer calorias en exceso
ademas del impacto en la salud, deteriora la economia, ya sea en el corto 0 mediano
plazo (Obesidad y Sobrepeso. Menos Kilos, Mas Vida, 2021).
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Rango Total Hombre Mujer

Diabetes mellitus Diabetes mellitus Diabetes mellitus
2 55 885 27 469 28 415
En 2022 fueron 59 568 En 2022 fueron 29 871 En 2022 fueron 29 696
Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
3 45 409 21 23 880
En 2022 fueron 44 322 En 2022 fueron 21 266 En 2022 fueron 23 054

Enfermedades cerebrovasculares
4 B 682

En 2022 fueron 9 115

Enfermedades cerebrovasculares
6 17 766

En 2022 fueron 18 550

Enfermedades cerebrovasculares
8 9081

En 2022 fueron 9 434

10

Figura 2. Principales causas de mortalidad en México segun el INEGI en el periodo enero-junio 2023
(ESTADISTICAS DE DEFUNCIONES REGISTRADAS (EDR), 2024).

En la actualidad, la obesidad plantea un dilema. Se consideraba histéricamente un
problema de los paises de altos ingresos, pero hoy los casos estdn aumentando en
los paises de ingresos medianos e incluso bajos. En Africa, el nimero de menores de
5 afios con sobrepeso aument6 un 23% desde el afio 2000, segun datos de la OMS
(Obesidad y Sobrepeso, 2024). Hay paises que tienen que luchar a la vez contra dos
dramas vinculados a la malnutricion: la desnutricién y también, y cada vez més, la
obesidad.

Un estudio realizado en 2014 por el McKinsey Global Institute ya contabilizaba el costo
de la obesidad como la tercera carga social que mas dinero cuesta en el mundo,
después del tabaquismo y la violencia y conflictos armados (La Obesidad y Su
Impacto En Los Sistemas de Salud, 2019). Cada afio, los sistemas de salud del
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mundo gastan un total aproximado de 2 mil millones de dodlares en el tratamiento de
la obesidad. Otros datos muestran que, a mayor indice de masa corporal, aumenta
proporcionalmente el costo de la atencion médica (Coutinho, 1999). El mismo estudio
de McKinsey plantea la necesidad de establecer estrategias entre todos los actores,
tanto publicos como privados, vinculados para atacar el problema de la obesidad (La
Obesidad y Su Impacto En Los Sistemas de Salud, 2019; Vilaboa Arroniz et al.,2023).

3.1.2 Sintomas de la obesidad

Alguno de los sintomas que produce la obesidad estan provocados por el propio
aumento del peso corporal y por las consecuencias y complicaciones que esto
conlleva, responsables de la reduccidon en la expectativa de vida del obeso(Lean,
2000). Entre las caracteristicas de la obesidad destaca lo siguiente:
e Cansancio y dificultad para el desarrollo de tareas cotidianas con limitaciones
frecuentes inducidas por la obesidad

e Complicaciones metabdlicas como la diabetes mellitus, aumento de

triglicéridos, colesterol y acido urico

e Disminucion a la tolerancia al esfuerzo
e Favorece la aparicion de hipertension arterial y supone un factor de riesgo
vascular para el desarrollo de insuficiencia coronaria y de accidentes
vasculares cerebrales
e Complicaciones articulares, especialmente en caderas y rodillas, limitando la
actividad fisica
El exceso de peso es muy importante, puede originar el sindrome de apnea del suefio,
el cual reduce el nivel de oxigeno de la sangre y provoca sufrimiento de los tejidos del
organismo. Ademas, los obesos presentan con mayor frecuencia litiasis biliar,

esteatosis hepatica y hernia de hiato (Silva Frojan, n.d.).

3.2 Diagnéstico de la obesidad

No hay sintomas especificos del sobrepeso y la obesidad. EI médico puede
diagnosticar sobrepeso y obesidad en funciéon de los antecedentes médicos y el indice

de masa corporal (IMC) (Perea Martinez, 2014). Para esto se debe tener en cuenta:
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1. Historia clinica y dietética personalizada elaborada por especialistas del
Departamento de Endocrinologia y Nutricion. Se le realizar4 una historia clinica
detallada y las pruebas oportunas de medicion: peso, talla y otras medidas
complementarias como el perimetro de cintura, pliegue cutaneo, etc.

2. Medicion de grasa corporal y una calorimetria indirecta, que permite conocer de
manera individualizada el gasto energético de cada paciente.

3. Otras pruebas diagnosticas. Cuando el paciente presenta patologias asociadas, es
imprescindible conocer el estado de cada enfermedad para plantear el mejor
tratamiento. Para ello, el especialista indicara la realizacion de otras pruebas como el
estudio polisomnografico, pruebas cardiolégicas, ecografia abdominal y densitometria

Osea (Silva Frojan, n.d.).

indice de masa corporal (IMC)

El IMC es una medida de la grasa corporal en funcién del peso y la estatura. Es
importante saber que el indice de masa corporal es una herramienta de deteccion y
no necesariamente diagnostica la cantidad de grasa corporal. Se usan otras medidas
relacionadas, como la circunferencia de la cintura, para evaluar la salud de una

personay su riesgo de sobrepeso y obesidad (Bautista-Rodriguez et al., 2024).

Categorias de IMC

Para adultos:
e Bajo peso corresponde a un IMC inferior a 18.5
e Peso saludable corresponde a un IMC entre 18.5y 24.9
e Sobrepeso corresponde a un IMC entre 25y 29.9

e Obesidad corresponde a un IMC de 30 o mas

Para nifios:
En los nifios, la estatura y el peso se muestran en percentiles. El percentil de IMC de
un nifio se calcula comparando el IMC del nifio con tablas de crecimiento para nifios
de la misma edad y el mismo sexo.

e Bajo peso corresponde a un IMC por debajo del percentil 5

e Peso saludable corresponde a un IMC entre el percentil 5y el percentil 85

e Sobrepeso corresponde a un IMC entre el percentil 85 y el percentil 95

e Obesidad corresponde a un IMC por encima del percentil 95
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El Grupo de Trabajo de Servicios Preventivos de los EE. UU. recomienda que los
médicos hagan un examen de deteccion de obesidad en nifios a partir de los 6 afos

(Sobrepeso y Obesidad; Sintomas y Diagndstico, 2022).

3.3 Etiologia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad heterogénea donde multiples factores obeségenos
biolégicos, ambientales y conductuales interactian para provocar un estado de
equilibrio energético positivo. En una enfermedad multifactorial como la obesidad es
clave saber si el consumo de calorias excede o no la capacidad del organismo para
gastar energia (Huerta et al., 2021). Si el consumo excede el gasto, se presenta un
almacenamiento del exceso de calorias en el tejido adiposo. El balance energético se
compone de ingesta de energia, gasto de energia y almacenamiento de energia
(Figura 3). La energia se adquiere mediante la ingesta de nutrientes que contienen
calorias, como proteinas, carbohidratos y grasas, asi como alcohol. La energia se
gasta a través de 3 procesos metabdlicos: tasa metabdlica en reposo (RMR), efecto
térmico de los alimentos (TEF) y gasto energético inducido por la actividad fisica. La
RMR determina la cantidad de energia que el cuerpo utiliza para las actividades
metabdlicas en reposo, y es relativa al peso corporal, principalmente a la masa magra.
TEF (8-10% de la ingesta caldrica total) representa la energia utilizada para digerir y
metabolizar los alimentos ingeridos. La energia gastada a través de la actividad fisica
es el componente mas variable del gasto energético, ya que es proporcional a la
duracion de la actividad fisica ademas del costo energético de esa actividad particular
(Anderson Vazquez, 2020). La homeostasis energética estable se logra cuando la
energia y la ingesta equivale al gasto energético, lo que representa un peso corporal
estable. Cambios en el peso corporal ocurre cuando la ingesta y el gasto de energia
son desiguales, durante un periodo de tiempo determinado (Gonzéalez-Jiménez & Rio-
Valle, 2012). Por lo tanto, una ingesta de energia superior al gasto energético crea un
estado de equilibrio energético positivo que conduce a un aumento del peso corporal,
predominantemente como masa grasa. Ademas, los factores biologicos, ambientales

o de comportamiento influyen casi por igual en mantener o no el peso corporal (Kadouh

& Acosta, 2017).
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Mantenimiento de peso

Aumento de peso Pérdida de peso

Ingesta de alimentos Gasto de energia

Figura 3. Balance de energia metabdlica en humanos. En el cuerpo humano, el equilibrio energético
es la relacién entre la ingesta de alimentos y bebidas y el gasto de energia a través del organismo.
Metabolismo basal y actividad fisica. Cuando la energia que entra es igual a la energia que sale para
un periodo prolongado, se mantiene el peso corporal. Sin embargo, cuando la ingesta de calorias
excede el total de energia que el cuerpo gasta (Energia entrante > Energia saliente) durante un periodo
prolongado, se produce un estado de desequilibrio energético, demostrado por el aumento de peso.
De manera similar, la pérdida de peso se produce debido a un balance energético negativo cuando el
gasto energético excede la ingesta energética (Energia gastada >Entrada de energia)
persistentemente (Modificado de Kadouh & Acosta, 2017).

3.3.1 Factores biolégicos

En la obesidad diversos factores bioldgicos estan asociados con el padecimiento,
entre estos destacan la genética, el eje cerebro-intestino, determinantes prenatales,
el embarazo, la menopausia, condiciones neuroendocrinas, medicamentos,
discapacidad fisica, microbioma intestinal y algunas enfermedades virales (Figura 4).
Cuando uno o mas de estos determinantes estan presentes, la interaccion con los
factores ambientales y de comportamiento contribuyen a la expresion de la obesidad
(Kadouh & Acosta, 2017).
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Figura 4. El eje cerebro-intestino y la regulacién de la ingesta de alimentos. Tomado de (Kadouh &
Acosta, 2017).

El proceso de ingesta de alimentos se inicia cuando los nutrientes ingresan al tracto
gastrointestinal. La digestion comienza cuando los nutrientes ingresan al estbmago y
producen dilatacion mecanica disminuyendo la acil-grelina y aumentando la desacil-
grelinay leptina gastrica. La dilatacién del estbmago envia sefales a través del nervio
vago Yy del sistema nervioso periférico hasta el tronco del encéfalo y el hipotalamo. El
nutriente digerido pasa al intestino delgado y colon produciendo mayor dilatacion
mecanica, liberacion de hormonas gastrointestinales, acido biliar y pancreatico,
secrecion de jugos. Estas hormonas gastrointestinales tienen un efecto local

(paracrino) y un efecto periférico, cuando es secretada a la circulacién, pasa a través
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del higado y afecta el masculo, el tejido adiposo, motilidad y funcién gastrointestinal,
y nucleo del hipotalamo y tronco del encéfalo. El efecto paracrino y endocrino induce
saciedad. El musculo y el tejido adiposo, liberan hormonas que afectan a ndcleos
similares en el cerebro. El efecto sobre el hipotalamo y el tronco encefélico
desencadena respuestas mas altas en el area del cerebro, modulando el
comportamiento y mejorando la absorcion de nutrientes, recompensa relacionada. En
el hipotadlamo, las neuronas de primer orden del ndcleo arqueado (ARC) modulan el
apetito por la via NPY/AGRP y saciedad por la via POMC/CART, las neuronas
interactian con neuronas de segundo orden en el nucleo paraventricular (PVN) y
lateral area hipotalamica (LHA) para enviar sefiales a areas superiores del cerebro y
al tronco del encéfalo. En el tronco del encéfalo, el nucleo del tracto solitario (NST) y
el complejo vagal dorsal (DMNV) interacttan con la periferia y el sistema
gastrointestinal y lleva sefiales a las &reas superiores del cerebro y el hipotdlamo
(Kadouh & Acosta, 2017).

3.3.2 Factores ambientales

El medio ambiente es un elemento crucial en la etiologia de la obesidad. Como se
menciona en apartados anteriores, en la mayoria de los casos de obesidad, existe
una propension biolégica al desarrollo de la obesidad que requiere de una interaccion
con factores ambientales para que la obesidad sea expresada. Estos factores deben
ser atendidos por parte de los investigadores, los responsables politicos y
practicantes en el campo. Los principales determinantes ambientales de la obesidad
son el entorno, la sociedad y la cultura obesogénica, y las sustancias quimicas

ambientales (Kadouh & Acosta, 2017a; Vargas Aguilar et al., 2020).

3.3.3 Factores de comportamiento

Con excepcion de los subtipos de obesidad originados por etiologias monogénicas o
los factores que causan la reduccién del gasto energético, las decisiones individuales
y los estilos de vida son esenciales para precipitar la interaccion entre factores
biolégicos y ambientales que conlleven a un estado de obesidad. La obesidad de tipo
monogenico tiene su origen en un unico gen disfuncional y representa un pequefio

namero de casos que aparecen en la nifiez y que generalmente suelen venir
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acompanados de diferentes trastornos neuroendocrinos, del desarrollo y la conducta
(Gonzélez Jiménez et al., 2012).

Por ejemplo, mientras estamos rodeados de una poblacion obesogénica, un entorno
alimentario caracterizado por la abundancia, asequibilidad, variedad y conveniencia,
las decisiones individuales juegan un papel importante en la medida en que el
ambiente afectard la ingesta cal6rica. De manera similar, otros comportamientos
como la reduccion de la actividad fisica, la falta de suefio y el tabaquismo son
conductas autoinfligidas a pesar de estar influenciadas por el entorno (Figura 5)
(Kadouh & Acosta, 2017).

Biologico

Genética
Eje cerebro-intestino

f Determinantes prenatales

Embarazo y menopausia
Condiciones neurodegenerativas
\ Medicacion {
Discapacidad fisica
A Microbioma intestinal —F

Virus
Amblental\ 4 % " Conductual
Obe SIdad
Abundancia de comlda\% Ingesta excesiva de calorias
Ambiente construido | Patrones alimenticios
Estatus socioecondmico .' Estilo de vida sedentario
Cultura || Actividad fisica reducida
Prejuicios y discriminacion Suefio insuficiente
Quimicos ambientales Tabaquismo

Figura 5. La obesidad, como una enfermedad multifactorial. La obesidad es una enfermedad compleja
gue resulta de la interaccion de mudltiples factores. El esquema representa los aspectos biolégicos,
ambientales y de comportamiento, los factores que contribuyen al equilibrio energético positivo y al
aumento excesivo de peso. Todos en cierta medida contribuyen a la obesidad (Modificado de Kadouh

& Acosta, 2017).

3.4 Tratamiento de la obesidad y sobrepeso en adultos

Los tratamientos comunes para el sobrepeso y la obesidad incluyen perder peso a
través de una alimentacion saludable, mas actividad fisica y otros cambios en las

rutinas habituales. Los programas de control de peso pueden ayudar a algunas
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personas a perder peso 0 a no recuperar el peso perdido (Kaufer-Horwitz & Pérez
Hernandez, 2021). Estas medidas no son siempre efectivas ya que algunas personas
gue tienen obesidad no pueden perder suficiente peso para mejorar su salud o no
pueden evitar recuperar el peso perdido. En tales casos, un médico puede considerar
agregar otros tratamientos, incluso medicamentos para perder peso, dispositivos para
perder peso o una cirugia bariatrica.

En personas con cierto grado de obesidad, los expertos recomiendan perder entre el
3 y el 5 por ciento del peso corporal en los primeros 6 meses de tratamiento (Qué
Debe Saber Sobre Los Dispositivos Médicos Para La Pérdida y El Control Del Peso,

2022). Perder de 3 a 5 por ciento del peso puede:

e Ayudar a disminuir la posibilidad de desarrollar problemas de salud

relacionados con el sobrepeso y la obesidad

e Mejorar los problemas de salud relacionados con el sobrepeso y la
obesidad, como la presion arterial alta y las concentraciones altas de

colesterol

Ademas de los principios activos de los medicamentos existentes contra la obesidad,
existen numerosas investigaciones enfocadas en buscar y probar el efecto de
compuestos de origen natural para el tratamiento de distintas enfermedades, entre

las que se incluye la obesidad (San Roméan Arenas, 2011).

Los medicamentos contra la obesidad, junto con las intervenciones en el estilo de
vida, son medios eficaces para inducir y mantener la pérdida de peso en pacientes
con obesidad (Im et al., 2024).

Los medicamentos contra la obesidad tienen un historial de seguridad problematico,
y varios medicamentos se retiraron del mercado debido a eventos adversos. La
pérdida de peso con medicamentos contra la obesidad rara vez cumple con las
expectativas de los pacientes. Ademas, los médicos recetan medicamentos contra la
obesidad con poca frecuencia en relacion con el nimero de adultos que son

potencialmente elegibles para su uso (Yanovski & Yanovski, 2021).

A junio de 2021, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. aprobd6

un total de 5 medicamentos (orlistat, fentermina y topiramato, naltrexona mas
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bupropiodn, liraglutida y semaglutida) para el control de peso a largo plazo en adultos
con un indice de masa corporal de al menos al menos 30 o indice de masa corporal

de al menos 27 y condiciones comoérbidas (Ahmad et al., 2021).
Orlistat

Dentro de la lista de medicamentos aprobados hemos elegido Orlistat que tiene
principalmente un efecto periférico donde inhibe las lipasas gastricas y pancreaticas,
disminuyendo asi la absorcion de grasas de la dieta (Figura 6). Algunos de los efectos
adversos que puede presentar son fuga rectal aceitosa, malestar abdominal, dolor
abdominal, flatulencia con secrecion, urgencia fecal, esteatorrea, incontinencia fecal,
aumento de la defecacion. Algunas de las contradicciones que se presentan para este
medicamento son pacientes con sindrome de malabsorcion crénica o colestasis y
embarazo(Chakhtoura et al., 2023).

D
Adipose tissue A
e Stomach
Pancreas
-
54 Intestines

A Orlistat

Figura 6. Lugar de accion de Orlistat, medicamento aprobado por la FDA (Chakhtoura et al., 2023).

3.5 Uso de plantas medicinales en México

Las plantas producen distintos tipos de metabolitos secundarios o principios
activos no relacionados con la produccion y/o reproduccion de las mismas (como

aminoacidos, carbohidratos, lipidos o nucleétidos) que presentan beneficios para la

20



salud (Dar et al., 2023; Mexicana de Fitopatologia et al., 2003). Las familias de estos
tipos de principios activos se clasifican en alcaloides, terpenos, glicosidos y
compuestos fendlicos. La Organizacion Mundial de la Salud define una planta
medicinal como “cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propdsitos terapéuticos o0 cuyos principios activos pueden servir de
precursores para la sintesis de nuevos farmacos” (Oliveira Miranda et al., 2005;
OMS, 1979; OMS, 2015). Dentro de los fines terapéuticos las plantas se utilizan como
antiinflamatorias, antidcidas, astringentes, analgésicas, antibibticas, calmantes,
carminativas, digestivas, diuréticas, depurativas, estimulantes, expectorantes,
eméticas y emolientes; sus principales demandantes son la industria farmacéutica y
la herbolaria (Rivas-Morales et al., 2016).

A pesar de las propiedades atribuidas y las diferentes presentaciones en que se
consumen, el uso de las plantas medicinales debe ser consultado con un profesional
de la salud, ya que éstas no sustituyen la prescripcion médica y los “testimonios
de vida” en cuanto a su uso y consumo carecen de rigor cientifico. En este contexto
la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) menciona que las
plantas medicinales no cuentan con la misma regulacion cientifica, clinica, de
suministro y venta como los medicamentos convencionales. Ademas, pueden
conducir a intoxicaciéon o dafios en Organos, asi como a abortos 0 a hipertension
arterial ya sea por el suministro de dosis inadecuados, el abuso en el consumo de las
mismas o como consecuencia de la combinacion con medicamentos prescritos
(Vilaboa Arroniz et al., n.d.).

Dentro de las plantas medicinales de interés farmacéutico y comercial se encuentran

las macroalgas marinas.

3.6 Macroalgas marinas

Son organismos vegetales de agua salada que hacen fotosintesis. Existen algas
microscoépicas unicelulares (microalgas) y grandes algas multicelulares (macroalgas)
gue pueden formar bosques submarinos. Las macroalgas, a diferencia de las plantas
superiores, no poseen un auténtico sistema vascular, tampoco tienen raices
verdaderas, tallos ni hojas, y su cuerpo vegetativo se conoce como “Talo” (base-

estipe-lamina) (Figura 7) (Gili. Vendrell, Peral et al., 2022).

21



La taxonomia junto con la biologia molecular, son las ramas de la ciencia que se
emplean para clasificar a los organismos animales y vegetales con caracteristicas
comunes. Gracias a estas ciencias las macroalgas se clasifican en tres amplios
grupos taxondmicos, llamados Divisiones, Clases, Ordenes, Géneros, hasta llegar al
nivel mas bajo de clasificacion taxondmica llamada Especies (Alfonso Valdés, 2017,
Ecologia, Biologia y Distribucion, n.d.).

La biodiversidad algal es muy grande; se han llegado a describir hasta 30,000
especies distintas, quedando muchos taxones por describir cientificamente (Romero
Santos, 2023). Las algas marinas se dividen en dos grupos de comunidades, segun
vivan suspendidas en la columna de agua o nadando mediante flagelos (Fitoplancton)
o adheridas a un sustrato (Fitobentos). Este ultimo grupo se puede dividir a su vez en
algas microscoépicas (Microfitobentos) y en aquellas que presentan un tamafio mayor

(Macroalgas), visibles sin necesidad de un microscopio (Macrofitobentos).

FRONDA

TALO

MARGEN
ONDULADO

FLOTADOR

ESTIPE

DISCO DE

DISCO DE _— ADHESION
ADHESION 5cm

Figura 7. Estructura de un alga marina (Tomado de Ecologia, Biologia y Distribucion, n.d.).
Para clasificar a las algas los botanicos se basan en una de las caracteristicas

comunes segun su grupo, la pigmentacidn (Ecologia, Biologia y Distribucion,
n.d.)(Rodriguez Pifia, 2021).
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3.6.1 Clasificacion de las macroalgas marinas

De acuerdo a sus pigmentos, las algas marinas se clasifican en algas verdes, algas
pardasy en algas rojas (Tabla 1)(Rodriguez Pifia, 2021). Las algas verdes pertenecen
a las divisiones Chlorophyta y Streptophyta, dentro del clado Viridiplantae,
perteneciente al reino Plantae. Es un grupo parafilético de algas estrechamente
relacionadas con las plantas verdaderas. Tan s6lo un 10% de las especies son
marinas, el resto son de agua dulce. Se distribuyen en zonas en las que la luz solar
llega eficientemente para realizar la fotosintesis. La mayor parte de las especies son
bentodnicas. Sus talos son sencillos, respondiendo a diferentes planos estructurales:
hemisifonados, sifonados y parenquiméaticos sencillos (Pedroche & Senties, 2020). La
reproduccion puede ser asexual mediante esporas moviles, o sexual a partir de la
fecundacion de una oosfera (gameto femenino) por un gameto masculino (flagelado).
Regularmente las algas verdes son capaces de tolerar amplias variaciones de
salinidad y, ademas, soportan bien la contaminacion; es por ello que algunas especies
son utilizadas como bioindicadores. Las algas pardas pertenecen a la clase
Phaeophyta de la division Ochrophyta, dentro del reino Cromista. Se caracterizan por
presentar clorofila a, ¢ y un pigmento accesorio denominado fucoxantina. Los talos
pueden ir desde filamentosos hasta histicos complejos. Presentan multitud de
morfologias, aunque generalmente siguen la estructura rizoide-estipe-filoide.
Acumulan sustancias de reserva, como polisacaridos, siendo la laminarina el principal
de ellos. Presentan ciclos de vida diversos, tanto monogenético como digenético (iso
y heteromorfico) (Spalding et al., 2019).

Las algas rojas pertenecen a la division Rhodophyta, dentro del reino Plantae
(subreino Biliphyta, Algas Rojas). Se caracterizan por presentar clorofila a,
ficobiliproteinas y  carotenoides. Presentan un talo con estructura
pseudoparenquimatosa, que se origina a partir de un solo eje cladémico (uniaxiales)
0 a partir de varios ejes cladémicos (multiaxiales), siendo un cladoma un eje de
crecimiento apical que presenta ramificaciones. Son de vida libre, epifitas o epizoicas,
y se conocen algunas formas parasitas. Presentan ciclos de vida complejos: puede
ser digenético heteromérfico o trigenético, con dos generaciones haploides
(gametofito y tetrasporofito) y una diploide (carposporofito), heteromérfico o
isomorfico. Algunas de estas algas (especialmente las del género Gelidium) secretan

una sustancia amorfa llamada galactano, un polisacarido sin ramificaciones de la

23



pared celular, a partir del cual se obtiene una sustancia de importancia econdmica, el

agar (macroalgas) (Ismail et al., 2020).

Tabla 1. Clasificacion de las macroalgas y sus pigmentos (Quitral R. et al., 2012).

Clasificacion de algas y sus pigmentos (1)

Clasificacion Nombre comin Pigmentos Ejemplos

Clorophyta Algas verdes Clorofilas a y b, Xantdfilas (luteina, violaxantina, Ulva spp., Cedium spp.
neoxantina y enteroxantinal

Phasophyta Algas pardas Xantofilas (fucoxantina y flavoxantina) y Laminaria spp., Lessonia spp.,
Clorofilaay c Sargassum spp., Durvillasa spp.
Rhodophyta Algas rojas Ficoeritrina, ficobilina, clorofilas a y d Gracilaria spp., Palmaria spp.,

Porphyra spp.

3.7 Uso de las macroalgas marinas: beneficios en la salud del humano

Las algas son una fuente de biomasa viable y econémica de compuestos valiosos con
potenciales aplicaciones en las industrias nutracéutica, farmacéutica, quimica,
alimentaria y cosmeética debido a sus propiedades bioldégicamente activas y
regenerativas. Desde tiempos remotos las algas marinas han sido utilizadas como
fuente de alimento, especialmente en paises asiaticos, y en occidente se habia
limitado su aplicacion solo al campo farmacéutico e industrial (Balladares & D’Armas,
2022; Cornish & Garbary, 2010).

Las algas se distribuyen en ambientes diversos y extremos. Son valiosos por su alto
contenido en compuestos con diferentes actividades biolégicas, incluidos tanto
compuestos organicos complejos como metabolitos primarios y secundarios. Entre
ellos cabe mencionar los fitopigmentos (xantofilas y carotenoides), acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) que incluyen el acido docosahexaenoico (DHA), compuestos
fendlicos, taninos, péptidos, lipidos, enzimas, vitaminas, carbohidratos, terpenoides y
otros (Biris-Dorhoi et al., 2020; Naiel et al., 2021).

Las aplicaciones mas importantes de las algas se sintetizan mencionan en la figura
8.
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— Produccion de biocombustibles

Industria de alimentos

» Aislamiento de compuestos antimicrobianos

Aislamiento de compuestos antioxidantes

Aplicaciones de Macro algas —

— Industria cosmética y sanitaria

Extraccidn de compuestos bicactivos

Tratamiento de aguas residuales

Biofertilizantes

Figura 8. Principales aplicaciones de las macroalgas entre 2010 y 2020, beneficios para la salud,
bioactividad y aplicaciones potenciales (Modificado de Biris-Dorhoi et al., 2020).

Las algas marinas contienen una gran variedad de compuestos bioactivos que
pueden estar implicados en la prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades,
a través de distintos mecanismos celulares (Figura 9). En este sentido, algunos
estudios epidemioldgicos, clinicos y de metaanalisis asocian la menor incidencia de
diferentes enfermedades cronicas, como cancer, deficiencia cardiovascular, diabetes,
enfermedad de Parkinson, trastornos relacionados con la obesidad y sindrome
metabdlico, con un perfil dietético que incluya consumo de algas (Biris-Dorhoi et al.,
2020; Milledge et al., 2015).
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Figura 9. Efectos de las macroalgas sobre la salud y el bienestar humanos (Modificado de Biris-Dorhoi
et al., 2020).

3.8 Efectos antilipidémicos de las macroalgas

Existe evidencia que demuestra que las macroalgas y sus extractos muestran efectos
antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios, anticancerigenos, antidiabéticos,
antihipertensivos, antihiperlipidémicos y antiobesidad. Este escenario enmarca la
necesidad de buscar nuevos agentes con actividad antiobesidad, especialmente
compuestos de fuentes bioldgicas(Yuan et al., 2019). Es importante resaltar que hoy
en dia existen pocos medicamentos disponibles para el tratamiento de la obesidad
aprobados por la FDA, como se mencioné anteriormente. Debido a esto la busqueda
de compuestos bioactivos de origen natural ha incrementado.

Hasta la fecha se han realizado varios estudios in vitro en preadipocitos y adipocitos
maduros de la linea 3T3-NIH (Figura 10), una de las lineas celulares mas utilizadas
para analizar los efectos de los extractos de algas sobre la adipogénesis y los
procesos metabolicos implicados en la acumulacion de triglicéridos (TG) (Figura 11)
(Gbmez-Zorita et al., 2020).
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Figura 10. Mecanismos de accion antiobesidad descritos en estudios in vitro (Gémez-Zorita et al.,

Authors Cell Line Seaweed and Doses Experimental Design Effects Mechanisms
| PPARy, SREBP1c and C/EBPa gene
Kim et al., 2015 3T1l5-L1 pre- Sargassum thunbergii (brown seaweed)  Cells trealled durmg the 8 ldays | Adipogenesis and protein expressions ‘
adipocytes extract 10, 50 and 100 pg/mL of the differentiation period | RXRa, RXRB, LXRa, LXRp protein
expression
Brown, green and red algae extracts
3T3-L1 pre- 100 pg/mL Cells treated during the 8 d PPARYy, C/EBPa, SREBP1c, FABP4
Kang etal., 2016 L1pre . ( bg/m ) elis treated during the 8 days | Adipogenesis 1 Y, q, P1c,
adipocytes Plocamium telfairiae (red seaweed) of the differentiation period protein expression
extract (25, 50 and 100 pg/L)
Kang et al,, 2016 BT?_U pre- Gelidium amansii (red seaweed) extract ~ Cells trea.led duringl; the 8 .days | Adipogenesis | PPARYy, C/EBPa $100 ug/m\l_) and
adipocytes (50 and 100 ug/mL) of the differentiation period SREBP1c protein expression
PPARy and C/EBP: t i
T3 Caulerpa okamurae (green seaweed) Cells treated during the 8 d ! v 3?50 J zéloprofe\rli)expressﬂor
-L1 pre- ells treated during the 8 days ’ . an pg/m
Sh t al., 2017 tract (25, 50, 125, 250 and 500 Ad
arma et al. adipocytes extract (25, 50, ' an of the differentiation period +Adlpogenesis | SREBP1c¢ protein expression (<250

ug/mL)

Hg/mL)

Martinez-
X artinez 3T3-L1 mature Undaria pinnatifida (Brown seaweed) Cells treated on day 8 of L TG i L .
Villaluenga et al., ) ) L i . No information is provided
2018 adipocytes extract (1 and 10 pg/mL) differentiation (during 24 h) accumulation
| PPARYy, C/EBPa protein expression
Seo et al., 2018 ST?_U pre- Ishige ckamurae (brown seaweed) Cells trea.led duringl; the 8 .days | Adipogenesis T phosphorylaled-AMPKl, ATGL an(lj
adipocytes extract (6.25, 12.5 and 25 pg/mL) of the differentiation period phosphorylated-HSL protein expression
1 CPT1 (25 pg/mL)
. . | TG :
3T3-L1 pre- Grateloupia elliptica (red seaweed) Cells treated during the 8 days . | PPARy, SREBP1, FABP4 protein
Lee etal., 2020 K i X X accumulation
adipocytes extract (25, 50, 100 and 200 pg/mL) of the differentiation period expression

| Adipogenesis

Figura 11. Efectos de las macroalgas marinas en linea celular 3T3-L1. (Gomez-Zorita et al., 2020).

En las ultimas décadas, los cambios sociales y tecnoldgicos han traido cambios

significativos en el estilo de vida de personas de todo el mundo, cambios asociados

en la dieta de las personas. Una de las caracteristicas de una sociedad en rapido

movimiento es la creciente ingesta de alimentos ricos en grasas y energia, que,

cuando se combinan con una disminucion gradual del nivel fisico de actividades, hace

gue la tasa de obesidad aumente considerablemente (Fontaine & Barofsky, 2001). Un

estudio reciente demostré que mas del 6% de los hombres y el 9% de las mujeres se
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asocian con la obesidad. La obesidad se ha convertido en una gran amenaza para la
salud humana, ya que esta relacionada con muchas c+omplicaciones graves, como
las enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertension, dislipidemia y
cancer. En particular, el alginato derivado de algas, el fucoidan, y se sabe que la
fucoxantina es eficaz como agente contra la obesidad (Sun et al., 2018).

El Comité de Expertos de la OMS recomendé que se investiguen mas a fondo las
plantas medicinales utilizadas en el tratamiento de la diabetes, ya que con frecuencia
se considera que tienen efectos adversos menores o nulos. La bausqueda de agentes
bioactivos més seguros y eficaces ha seguido siendo un objetivo importante en el
campo de la investigacion sobre la diabetes. Menos del 1% de las 250,000 plantas
superiores estimadas han sido analizadas farmacolégicamente y muy pocas en lo que
respecta a la diabetes. Informacion etnobotdnica afirman que se han encontrado
alrededor de 800 plantas y sus extractos activos que pueden tener potencial
hipoglucemiante. En el cual, se han identificado y reportado alrededor de 200
compuestos bioactivos puros por sus posibles efectos antidiabéticos (Zhao et al.,
2018).

Los polisacéridos de algas han demostrado la capacidad de disminuir los niveles de
lipidos en sangre y colesterol, al tiempo que aumentan los niveles de HDL. Se ha
informado que los polisacéaridos de las algas pardas disminuyen la absorcion de
colesterol, ya que estos compuestos tienen la capacidad de unirse al colesterol de la
dieta, mejorando la excrecion fecal de colesterol. El fucano predominante presente en
las algas pardas es el fucoidan. El componente principal del fucoidan es la L-fucosa-
4-sulfato, que se presenta en la Figura 12, pero la estructura del fucoidan varia
significativamente segun las especies de algas y el método de extraccion (André et
al., 2021).
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Figura 12. Estructura Fucoidan (André et al., 2021).

También se ha demostrado que fucoidan produce una disminucién en la absorcion de
colesterol al disminuir la expresion de NPC1L1, como ezetimiba, y aumenta la
excrecion de colesterol al regular positivamente el transportador ABCG8. Ademas de
todas estas caracteristicas, el fucoidan también afecta la sintesis de colesterol al
reducir la expresion del ARNm de la enzima HMG-CoA reductasa, un efecto similar al
de las estatinas. La laminarina disminuye los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL
y aumenta los niveles de HDL. Sin embargo, es necesario investigar mas a fondo el
efecto hipocolesterolémico y el mecanismo de accion de la laminarina aislada de

algas pardas (André et al., 2021).

4. Objetivos
4.1 General

e Analizar el efecto antilipidémico de extractos organicos de las algas marinas

Egregia menziesii y Undaria pinnatifida

4.2 Especificos

e Realizar extractos organicos y acuosos del alga marina Egregia menziesii y de

Undaria pinnatifida
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e Realizar ensayos en Artemia salina y en eritrocitos humanos para determinar
la dosis letal cincuenta (DLso) de los extractos obtenidos
e Evaluar el efecto antilipidémico de los extractos de Egregia menziesii y de

Undaria pinnatifida mediante ensayos en la linea celular 3T3-NIH

5. Hipoétesis

Los extractos organicos y acuosos derivados de las algas marinas del Pacifico
mexicano Egregia menziesii y Undaria pinnatifida contienen compuestos bioactivos
utilizables como coadyuvantes en el tratamiento de distintos problemas de salud
publica, como la obesidad.

6. Metodologia

A continuacion, se describe detalladamente todo el proceso realizado en el curso de
esta investigacién, donde clasificamos y sistematizamos el conjunto de técnicas que
fueron utilizadas, desde la coleccion de las macroalgas, pasando por el tratamiento
por el cual fueron sometidas, hasta la exposicion de los extractos obtenidos en la linea
celular 3T3-NIH.

6.1 Recoleccion e identificacién de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida

La recolecta de E. menziesii se realiz6 en el Campo No. 5, en Cabo Punta Banda, en
latitud: 31°44°3.46” N y longitud: 116°43’39.95” O (Punta Banda, Localidad Ensenada,
Baja California, México). La recolecta de Undaria pinnatifida fue realizada por la Dra.
Claudia Mariana Gomez Gutiérrez en el ejido Eréndira en latitud 31° 16" 34" N y
longitud 116° 22' 27"0 (Figura 13) (Ejido Eréndira, Pueblo Ensenada, Baja California,
México). Posterior a su recolecta ambos tipos de algas se secaron al sol a
temperatura ambiente durante 20-22 dias, hasta que los ejemplares estuvieran
completamente secos. Con ayuda del Oceanodlogo Luis Ernesto Aguilar Rosas se
identificaron los ejemplares de E. menziesii. Los ejemplares de U. pinnatifida fueron

identificados con la ayuda de la Dra. Graciela Guerra Rivas.
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Figura 13. Mapa de Campo 5 Cabo Punta Banda y Ejido Eréndira en Baja California, México. (Tomado

de Campo 5 Ensenada, 2023, Playa la Escondida; Temperatura de agua en Ejido Eréndira en el

Océano Pacifico).

6.2 Elaboracion de extractos organicos y acuosos de Egregia menziesii y

Undaria pinnatifida

Una vez que los especimenes estuvieron completamente secos, cada especie se
tritur6 mecanicamente por separado utilizando un molino para granos (Sanbar) y se
obtuvo por cada alga un polvo homogéneo que contenia tantos los estipes como las
frondas de cada especie de macroalga. Los triturados se almacenaron en frascos
limpios en un lugar seco y protegido de la luz hasta su uso. Tanto para los extractos
organicos como para los acuosos el proceso de extraccion se llevo a cabo mediante
una destilacion con el extractor Soxhlet durante un periodo de 12 a 24 horas,
utilizando 12.5 g de polvo de alga triturada en 250 mL de solvente metanol al 99.8%
para los extractos organicos y, agua destilada para los extractos acuosos (Figura 15).
El solvente elegido, metanol se seleccion6 de acuerdo a los reportes previos
realizados en nuestro grupo de investigacion (Gutiérrez Rodriguez, 2018). El extracto
obtenido se evaporé con ayuda de calor para eliminar la mayor parte de solventes sin
llegar al punto de burbujeo, el proceso debi6 ser lento. En el caso del solvente acuoso,

este se hizo con agua destilada para probar el rendimiento y efecto en ambos
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tratamientos de un mismo espécimen. Una vez que los extractos (1 metandlico y 1
acuoso de Egregia menziesii, y 1 metandlico y 1 acuoso de Undaria pinnatifida) fueron
evaporados, el concentrado pasO0 por una membrana de dialisis (membrana
Spectrapore, corte molecular 12,00) durante 10-12 horas hasta que no se tuvieron
rastros de sales, esto se observé precipitando el dializado con una solucion de nitrato
de plata al 10% (Cedrola & Charola, n.d.). Los concentrados obtenidos se colocaron en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL que contenian 1 ml de extracto, las cuales se
mantuvieron en congelacion a -80°C, y posteriormente fueron liofilizadas con un
liofilizador Labconco y, conservadas en seco hasta su uso. En la figura 14 se muestran
fotografias del proceso descrito anteriormente.
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Figura 14. Proceso para obtener extractos metandlicos y acuosos de Egregia menziesii y Undaria
pinnatifida. El polvo de las algas trituradas se colocé en frascos para su conservacion (a). Los
extractos acuosos se hidrataron previamente con agua destilada durante 48 hrs (b). Las soluciones
obtenidas se evaporaron con calor a temperaturas controladas, aproximadamente de 47°C (c). Las
muestras liofilizadas se concentraron y congelaron a -80° C (d). El extracto liofilizado se guard6 en
un tubo falcon de 15 mL, hasta su uso.
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Figura 15. Visualizacion rapida del proceso de extraccion metandlico y acuosos por el sistema Soxhlet
de las especies Egregia menziesii y Undaria pinnatifida.
6.3 Determinacion de DLso en Artemia salinay en eritrocitos humanos

Para evaluar los efectos toxicos potenciales de un quimico (u otro agente) sobre la
biota, es necesario establecer una relacién cuantitativa reproducible entre la

exposicion a las sustancias quimicas y alguna medida de dafio al organismo o grupo
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de organismos bajo investigacién (Peluso, n.d.). Es por eso que en esta investigacion
utilizamos un organismo completo Artemia salina. También utilizamos eritrocitos
humanos, ambos ensayos son un método valido y eficaz para evaluar la citotoxicidad
y toxicidad in vitro de productos vegetales (Canuto et al., 2019). En todos los ensayos
realizados para determinar DLso los grupos experimentales fueron los que se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Grupos experimentales y sus abreviaturas.

Control (+): DMSO

Control (-): H2Om (Agua de mar estéril y filtrado)
Up-Ac: Undaria pinnatifida acuoso

Up-Met: Undaria pinnatifida metandlico

Em-Ac: Egregia menziesii acuoso

Em-Met: Egregia menziesii metandlico

6.3.1 Artemia salina

El método para determinar la dosis letal media (DL50) consiste en que los huevos de
Artemia salina se incubaron en una solucién de agua de mar a temperatura ambiente
durante 48 hrs, bajo aireacion e iluminacion constante. Los extractos se solubilizaron
en agua de mar a concentraciones de 50, 500 y 1000 pg/mL. Los ensayos se
realizaron en cajas de Petri previamente esterilizadas. Una vez que eclosionaron los
organismos de Artemia salina, en cada caja se pusieron 10 individuos en contacto
con la solucion de extracto como se muestra en la figura 16 (“Identificacion de resinas
glucosidicas”, 2018). El monitoreo para la determinacién del numero de organismos
vivos y muertos se realizé a través de una lupa comercial de 5 aumentos a las 12, 24
y 48 horas. Se empled como control negativo DMSO al 10% para obtener una
mortalidad del 100% (sobrevivencia del 0%); el grupo control fue tratado con agua de
mar estéril y filtrada.
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Figura 16. Sistema para eclosionar Artemia salina (a) y placas para ensayos (b). Se muestra el sistema
para eclosion de Artemia salina y las placas multipozos para evaluar sobrevivencia a las 12, 24 y 48
hrs.

6.3.2 Eritrocitos humanos

Para el aislamiento de eritrocitos se realizé lo siguiente:

1. Se recolectaron muestras de sangre de una persona sana donador voluntario.
Para la toma de la muestra se empled jeringa estéril de 5 mL y tubos
heparinizados de 5 mL.

La muestra se centrifugd a 3500 rpm y se retird el suero.

3. La muestra se suspendido en PBS al 1 X, posterior a esto se centrifugd
nuevamente.

4. El paso 3 se realizé 5 veces o0 hasta que el sobrenadante fuera totalmente
transparente.

5. Una vez que realizamos los lavados se preparé un stock, que es una soluciéon
de eritrocitos al 2%, y esta solucion fue la que se utilizé en los ensayos (Zohra
& Fawzia, 2014).

Preparacion de muestras:

1. El vehiculo que se utilizé fue Solucion Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS)
alX
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2. Serealizaron los célculos pertinentes para obtener concentraciones de 50, 500
y 100 pug/mL en 300 uL, el volumen final que se coloco en las placas de 96 fue

de 300 uL c/u. Este se realizé por cuadruplicado.

Los calculos para las tres concentraciones diferentes 50,500 y 1000 pug/mL de
extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida, disueltas en 400 uL de PBS se

hicieron de acuerdo a lo siguiente:

Para 50 ug/mlL:

50 ug — 1000 puL
20 ug/mL — 400 uL; estos 400 ulL se utilizaron para el ensayo, agregando 100

uL a cada uno.
20ug x4 = 80ug =0.00016 g

Para 500 pug/mlL:

500 ug — 1000 uL
200 ug — 400 ulL ; estos 400 uL se utilizaron para el ensayo, agregando 100 uL a

cada uno.
200 ug x 4 = 800 ug = 0.0008 g

Para 1000 pg/mL.:

1000 ug — 1000 uL
400 ug — 400 ul ; estos 400 ulL se utilizaron para el ensayo, agregando 100 uL a

cada uno.
400 ug x 4 = 1600ug = 0.0016 g

En una placa de 96 pozos se colocaron 200 uL de la solucion de eritrocitos y se le

agregaron 100 uL de disolucion de los extractos. En la figura 17 se muestra cémo

se colocaron las muestras en la placa de 96 pozos.
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Figura 17. Ensayo de toxicidad en eritrocitos humanos. Visualizacion de cdmo los tratamientos fueron
colocados en placa de 96 pozos a diferentes concentraciones, utilizando cémo control positivo (C+)
Tritbn X-100 para obtener una lisis del 100%, cémo control negativo (C-) PBS: Phosphate Buffered
Saline por sus siglas en inglés, Em-Ac: Egregia menziesii acuoso, Em-Met: Egregia menziesii
metandlico, Up-Ac: Undaria pinnatifida acuoso y Up-Met: Undaria pinnatifida metandlico.

Tabla 3. Concentraciones y controles para ensayo en eritrocitos humanos.

Concentracion de
Control (+) Control (-)
extractos
50 ug/mlL Solucién al 2% Triton X-1000 al 0.1%
500 ug/mlL Solucién al 2% Triton X-1000 al 0.1%
1000 pug/mL Solucion al 2% Triton X-1000 al 0.1%

El equipo que se utilizé para llevar a cabo la lectura fue Thermo Scientific™
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA USA); la placa se ley6 a 540 nm de acuerdo a protocolos anteriores (Zohra &
Fawzia, 2014).
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6.4 Ensayos celulares en 3T3-NIH

En este proyecto se utilizo la linea celular 3T3-NIH que originalmente fue aislada de
un embridon de raton (3T3-L1 - CL-173; ATCC Manassas, Virginia, USA) y que fue

amablemente donada por el Dr. Arturo Ortega Soto.

6.4.1 3T3-NIH linea celular

Para poder manejar esta linea celular estableceremos algunas metodologias para
mantener el cultivo celular y otros procesos que se llevaron a cabo a lo largo de la
diferenciacion de estos fibroblastos a células adiposas, los protocolos descritos

detalladamente se encuentran en el apartado de anexos.

6.4.2 Cultivo de células 3T3-NIH

Las células se descongelaron lentamente (Ver anexo 9.4), se sembraron en placas
de 6 cm con medio de cultivo suplementado con antibiético/antimicético, SFB al 15
%, y glutamina (Ver anexo 9.1). El mantenimiento de las células depende del tiempo
en que se trabaje con ellas, regularmente el cambio de medio lo realizamos cada 5-6
dias. Realizamos varios pases celulares por medio de tripsinizacion (Anexo 9.2) para
poder tener una mayor cantidad de células; los 9 ensayos se realizaron por
cuadruplicado requiriendo llevar a confluencia las células varias veces hasta obtener

una mayor cantidad de células y con ello dar inicio a los ensayos.

6.4.3 Diferenciacion de fibroblasto en adipocito

Para diferenciar las células 3T3-NIH de su fenotipo fibroblastico en adipocitos,
generalmente se tratan las células después de que se detiene su crecimiento, con
agentes pro diferenciativos. Los agentes que usamos en el presente trabajo son los
gue se describen en la tabla 4, y el procedimiento utilizado se presenta en la figura
18.

Tabla 4. Agentes pro diferenciativos (Zebisch et al., 2012a).

Insulina La concentracion varia dependiendo el

lote
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Dexametasona

Disolvente: Agua

IBMX

Disolvente: DMSO

Medio para cultivo
celular
-DMEM-F'12
-Glutamina
-FBS
-Antibidtico P/S

Adilenne Viridiana C...

Dia 1-4: Medio de diferenciaciéon
(BMI)

* Medic
DMEM
alto en
glucosa
* Suero
10%

« Antibiético
PIS

Dia 4-7: Medio de diferenciaciéon
1(DMI)

* Dexameta:
sona

Dia 7-10: Medio de
diferenciacién Il (DMII)

Dia 10-17: Medio basal Il (BMII)

* Medio
DMEM

alto en
glucosa

Figura 18. Proceso de diferenciacion utilizado para las células 3T3-NIH de fibroblastos a células

adiposas.

La linea celular 3T3-NIH se utilizd6 para evaluar el efecto de los extractos que

obtuvimos de las macro algas Egregia menziesii y Undaria pinnatifida, tanto acuosos

como metandlico, también evaluamos otros reactivos que en conjunto con los

extractos mejoran nuestros resultados y comparacion de los mismos. En la tabla 5 se

muestra la lista de ensayos realizados.
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Tabla 5. Ensayos realizados en linea celular 3T3-NIH.

1. Control de células normales Todas las pruebas se realizaron

por cuadruplicado y se evalu6 en

2. Fucoidan -Grado reactivo 99% pureza .
cada condicion:

3. Ac. Palmitico- Evaluar respuesta ante
un 4cido graso e Morfometria de las células

(visualizacion bajo

4. Ac. citrico - Evaluar ante antioxidante microscopio)

5. E.1 Acuoso Egregia menziesii e Ensayos de MTT

e Tincion de rojo O

6. E.2 MeOH Egregia menziesii (evaluacién de acumulacion

. ;. de triglicéridos en células
7. E.3 Acuoso Undaria pinnatifida _
adiposas 0 no)

8. E.4 MeOH Undaria pinnatifida

9. Antilipidémico
Medicamento utilizado para tratar la

obesidad

6.4.4 Morfometria celular

Para evaluar la morfometria las células se sembraron en placas multipozos de 12 que
contenian vidrios tratados con Poli-L-lisina (Ver anexo 9.8) para una mejor
adherencia. Las células 3T3-NIH de tipo fibroblasto se mantuvieron por 5 dias hasta
llegar a confluencia, una vez que nuestras células estan en punto de confluencia inicié
el proceso de diferenciacion. Ya que las células se diferenciaron en adipocitos se
agregaron los diferentes tratamientos por un periodo de 6 dias. Las células se
incubaron a 37°C y 5% de CO02; todos los tratamientos fueron realizados por
cuadruplicado. Los diferentes grupos fueron: a) grupo control, las células no recibieron
ningun tratamiento después del proceso de diferenciacion; b) las células adiposas
fueron expuestas con fucoidan con 99% de pureza a concentracion de 1000 pg/mL;

c) tratamiento con acido graso, en este caso se probdé acido palmitico a una
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concentracion de 25 uM cémo lo describieron los autores Moreno Castellanos et al.,
2021; d) se expusieron al antioxidante &cido citrico a una concentracion de 21 ug/mL
(Correa Lozano, 2023); e) y f) (Em) se refiere a Egregia menziesii en este caso dos
extractos de E. menziesii acuoso y E. menziesii metandlico, ambos extractos en la
misma concentraciéon de 1000 pug/mLcomo se ha reportado en otros estudios
(Gutiérrez Rodriguez, 2018); g) y h) Undaria pinnatifida acuoso (Up-Ac) y Undaria
pinnatifida metandlico (Up-Met), también cémo se describio anteriormente la
concentracion utilizada fue de 1000 ug/mL; i) se utilizé un farmaco conocido para el
tratamiento de la obesidad con nombre cientifico Tetrahidrolipstatina (Orlistat de
nombre comercial) a una concentracion de 50 uM (Celis et al., 2008a).

Una vez pasado el tiempo de exposicion bajo los tratamientos los vidrios que
contienen las células fueron fijados y después tefidos por el método de tincion con
Rojo Oleoso, o0 Rojo O (Véase en anexo 9.5), tincién que es utilizada para la deteccion
de grasas neutras o granulos de polietileno en tejidos histoldgicos, en la patologia
articular, asi como en material de muestra citolégico (Fisher Scientific, n.d). La tincion
de rojo oleoso proporciona una intensa y luminosa coloracion en rojo de los lipidos.
El rojo oleoso es un colorante lipo6filo que, debido a su comportamiento de solucién se
difunde hacia los lipidos del tejido.

Con ayuda del microscopio Nikon binocular Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc) se
evaluo la forma celular utilizando un objetivo de 100X y aceite de inmersion.

Para las mediciones de area de las células 3T3-NIH se utilizé el Software ImageJ
(Carl Zeiss Microscopy, Axiovision Software, White Plains, USA), el cual también
realiza conteo de células y calcula el area de cada una de ellas. Para las mediciones

de largo y ancho utilizamos el Software Axiovision (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

6.4.5 Ensayos de MTT

El ensayo con MTT se utilizo para medir la actividad metabdlica celular como indicador
de la viabilidad, la proliferacion y la citotoxicidad celulares. Este ensayo colorimétrico
se basa en la reduccién 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 TTM a formazan. Cuanto
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mas oscura sea la disolucion, mayor sera el numero de células metabdlicamente
activas viables (Mosmann, 1983).

Se sembraron células 3T3-NIH en placas de 96 pozos, y una vez que alcanzaron la
confluencia a los 5 dias se le agregaron los diferentes tratamientos de macroalgas
por un periodo de 6 dias; cada tratamiento se realizé por cuadriplicado.

Una vez que el tratamiento finalizé, se retiré el medio que contenia cada pozo y se
agrego 10 ulL de marcaje MTT, se mantuvo en incubadora durante las 4 horas
posteriores; pasado el tiempo se agregd 100 uL disolucion solubilizadora a cada pozo
y se dejo reposar durante toda la noche (Anexo 9.6). Una vez transcurrido el tiempo
se midio la absorbancia en un lector de placas multipozo a 570 nm Thermo Scientific™
Multiskan™ GO.

6.5 Andlisis estadistico

Todos los ensayos se hicieron por cuadruplicado y se reportd el promedio mas menos
la desviacion estandar (+SD) de cada valor. A los datos obtenidos se le realizaron
pruebas de normalidad, homogeneidad y homocedasticidad. Dado que ninguno de
los ensayos presentd un comportamiento normal con las pruebas de D"Agostino &
Pearson y Shapiro-Wilk realizadas con ayuda del Software GraphPad (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA), se realizaron analisis no paramétricos con
una posterior prueba de comparacion de Dunns. Los valores obtenidos mas menos
su desviacion estandar (+SD) se reportan en las tablas y graficas que se presentan
en el apartado de resultados. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando P present6 una significancia de 0.05.

7. Resultados y discusion

7.1 Rendimientos de extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida

Después de seguir la metodologia descrita en los puntos 6.1 y 6.2 se realizé un
registro del rendimiento de las muestras, y los resultados se muestran en la tabla 6.
Los resultados muestran que el peso seco total obtenido de Egregia menziesii y
Undaria pinnatifida en medio acuoso y metandlico después del proceso de
liofilizacion, varia entre los 0.7914 y el 1.5659 g, lo que representa un rendimiento
entre el 1.583 y el 3.134% (Tabla 6 y Figura 19).
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Tabla 6. Peso seco total de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida.

Tipo de | Cantidad de Peso seco
muestra | tubos con total de
1 mL clu extracto

Em-Ac |17 tubos PST: 1.4615¢

EM-Met | 24 tubos PST: 0.7914 g

UP A 37 tubos PST: 1.1988 g

UP M 24 tubos PST: 1.5659 g

En estudios similares se reporta que en general los extractos etandlicos promueven
los porcentajes de extraccion mas altos para la mayoria de las especies de algas.
Silva y colaboradores (2021)hicieron un estudio en el que hablan de rendimientos en
9 tipos distintos de algas pardas, dentro de esas se encuentra una del orden laminaria
y también esta Undaria pinnatifida; los autores realizaron pruebas utilizando como
solvente el etanol, la acetona, el acetato de etilo, el cloroformo y el hexano.
Encontraron que el mayor porcentaje de rendimiento fue con etanol en Undaria
pinnatifida con un 38.8% vy, el mas bajo de 2.20% con acetato de etilo; en Laminaria
ochroleuca, el porcentaje mas alto se obtuvo con etanol (19.2%) y el mas bajo con
hexano (0.60%). En comparacion con estos resultados nosotros obtuvimos un mayor
rendimiento con Undaria pinnatifida como se puede observar en la gréafica 1, con la
diferencia que el solvente en uso fue metanol, aunque el método de extraccién que

describen estos autores es muy similar al usado en el presente trabajo.

Tabla 7. Célculos para rendimiento en porcentaje respecto al peso seco inicial.

Rendimiento total respecto a cantidad inicial

50 g de macro alga EM A 100 %

1.4615 g de extracto EM A 2.923% rendimiento
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50 g de macro alga EM M 100 %
0.7914 g de extracto EM M 1.5826% rendimiento
50 g de macro alga UP A 100 %
1.1988 g de extracto UP A 2.3976% rendimiento
50 g de macro alga UP M 100 %
1.5669 g de extracto UP M 3.1338% rendimiento

Como se observa, los resultados de rendimiento que obtuvimos con nuestros
extractos se encuentran dentro de los parametros que han sido reportados por otros
autores, aun con el mismo tipo de macroalga (colectada en sitios distintos) y utilizando
otros solventes orgénicos. No podemos decir que tenemos los mismos resultados ya
gue cada proceso fue elaborado con distintos parametros (como temperatura, tiempo
de extraccion, solvente y equipo utilizado), y cdmo se menciond antes, depende
mucho de la especie y factores ambientales del sitio de recolecta de las algas. En
este sentido se sabe que el cambio estacional en la temperatura del agua de mar es
un factor ambiental importante para el cambio en la distribuciéon de las macroalgas y
la composicion de sus compuestos bioactivos (Garcia-Vaquero et al., 2021;
Konstantin et al., 2023). Los estudios demuestran que hay una evidente alternancia
estacional de macroalgas y que existen diferencias en el nimero de especies y
biomasa de macroalgas en distintas estaciones (J. Guo et al., 2022). Ademas,
diversos estudios hablan acerca de como influyen factores ambientales en la
composicidén de estos bioactivos particularmente en los presentes en las macroalgas
pardas (Versi¢ BratinCevic et al., 2023;Almeida et al., 2021); esto puede ir desde la
estacion en que se encuentre, la zona intermareal, la temperatura del mar, o
diferencias entre subespecies (Zubia et al., 2020;Kammler et al., 2024). Debido a
estos cambios en la composicién de las macroalgas, hay estudios que sugieren el
hacer pruebas cada vez que se experimente con ellas, ya que aun siendo de la misma

especie podrian presentar cambios en las concentraciones de los compuestos que
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éstas puedan tener (Rachanamol et al., 2016).
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Figura 19. Representacion grafica de los gramos de extracto seco contra el porcentaje de rendimiento
para cada extracto de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida, partiendo de 50 g de polvo seco por

extracto.

7.2 Evaluacién de extractos en Artemia salina

La toxicidad resultante de los 4 extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida
en el modelo Artemia salina se presenta en la figura 20, donde podemos observar
gue no existe una letalidad significativa en los ensayos a las 12 horas; el extracto Up-
Ac a 500 pg/mlL tuvo un valor de sobrevivencia del 97.5% vy el resto de ensayos se
mantuvieron al 100%; en el control (C) la sobrevivencia fue del 97.5% y en el control
negativo (C -, tratadas con DMSO al 10%) de un 0%.
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Figura 20. Representacion grafica de la sobrevivencia de Artemia salina expuesta 12 horas a los

extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida.

La figura 21 muestra los resultados de toxicidad de los extractos con las artemias a
las 24 horas de exposicion; se observa que las sobrevivencias se mantienen sin
diferencia significativa con un 97.5% para el extracto de Up-Ac 500 pg/mL y un 95%
de sobrevivencia para el extracto de Up-Ac 1000 pg/mlL; los grupos control se

mantienen en el mismo valor que el mencionado para las 12 horas.
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Figura 21. Representacion grafica de la sobrevivencia de Artemia salina expuesta 24 horas a los

extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida.

A las 48 horas de exposicion (Figura 22) se observa que no hay diferencia significativa
en la sobrevivencia de Artemia salina expuesta a los extractos de los distintos grupos
experimentales; se obtuvieron valores de 92.5% de sobrevivencia para el grupo Up-
Ac a 1000 pg/mlL, siendo este el valor mas bajo, 95% para los grupos Up-Ac 50
ug/mLy Em-Ac 50 ug/mLy, 97.5% para el grupo Up-Ac a 500 ug/mL; los valores de
los controles se mantuvieron igual que a las 12 y 24 horas de tratamiento: control

97.5% y en el control negativo de un 0%.
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Figura 22. Representacion gréfica de la sobrevivencia de Artemia salina expuesta 48 horas a los

extractos de Egregia menziesii y Undaria pinnatifida.

Los resultados de Artemia coinciden con los estudios realizados por Gutiérrez
Rodriguez (2018) a concentraciones iguales o mayores a 1000 pg/mL, en donde los
organismos no presentaron toxicidad ante extractos de la especie Egregia menziesii.
En el caso de los ensayos con los extractos de Undaria pinnatifida tampoco se
observo toxicidad a dichas concentraciones, y a la fecha no hay estudios reportados

con este organismo modelo y esta especie de macroalga.

Cabe mencionar que este tipo de ensayos en Artemia salina se utilizan ampliamente
en el analisis de compuestos bioactivos para plantas terrestres (Castafiedo et al.,
2019). Para el caso de las algas marinas, existen reportes donde se evalla el efecto
de letalidad de las macroalgas en Artemia salina como organismo de prueba (Dini et
al., 2019) mientras que en otros estudios de compuestos bioactivos la toxicidad de
las algas marinas se evalua directamente en la linea celular de estudio (Shunmugiah
Mahendran et al., 2024).

En los diferentes tiempos en que se evalud la viabilidad de Artemia salina bajo los
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diferentes extractos y controles, no se mostré una letalidad significativa en
concentraciones de 50, 500 y 1000 ug/mL, lo cual nos resulta favorable para los
ensayos posteriores y, nos permitié continuar ya que por medio de esta prueba
podemos inferir que los extractos no generaran una toxicidad aguda en la linea celular
3T3-NIH. Cabe mencionar que en nuestro grupo de trabajo se evalla la toxicidad de
los extractos generados mediante este tipo de ensayos, como se explicara mas
adelante. Aunado a esto, la NOM-Y-302-1988 (Norma Oficial Mexicana, DOF 2024)
establece que para los agentes xenobidticos se deben realizar pruebas preclinicas
en modelos como la Artemia salina, si el objetivo final es que dicho compuesto sea

utilizado en humanos.

7.3 Evaluacién de extractos en eritrocitos humanos

Los resultados de la prueba hemolitica (Figura 23) muestran que los extractos de Em-
Ac a concentraciones de 50, 500 y 1000 g/mL, Em-Met a concentraciones de 50, 500
g/mL, Up-Ac a concentraciones 50, 500 y 1000 g/mL y Up-M a 50 g/mL no
presentan liberacion de hemoglobina (hemodlisis). El control positivo como se
esperaba presenta una densidad Optica superior a 2.5 nm y el negativo menor a 0.25
nm, debido a la liberacion de hemoglobina en cada caso. Dados los resultados
obtenidos, es recomendable que para los extractos de Em-Met 1000 g/mL, Up-Met
500y 1000 g/mL se realicen pruebas adicionales, en caso de que se desee trabajar
con concentraciones mayores a éstas, para encontrar la concentracion que no cause

el rompimiento de los eritrocitos.
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Figura 23. Mediciones de densidad optica (DO) a 540 nm de hemoglobina libre en una solucién de
eritrocitos humanos al 2% tratados con diferentes concentraciones de los extractos de Egregia
menziesii y Undaria pinnatifida. Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de 4

réplicas realizadas.

El efecto hemolitico que observamos con algunas concentraciones de extractos de
U. pinnatifida y E. menziesii lo presentan también muchas plantas que contienen
sustancias quimicas que pueden tener un efecto hemolitico o antihemolitico sobre los
eritrocitos humanos (Pagano & Faggio, 2015). Varios informes indican que las
membranas de los eritrocitos humanos de distintos tipos de sangre tienen una
estabilidad variable determinada a partir de la fragilidad corpuscular media (Baumann
et al., 2000;von Petersdorff-Campen & Schmid Daners, 2022). Particularmente, los
extractos de plantas pueden afectar positivamente la membrana de los glébulos rojos
y muchas plantas tienen efectos adversos graves, que incluyen la induccion de
anemia hemolitica (Sharma & Sharma, 2001;Santos-Filho, 2016).Por lo tanto, es
necesario evaluar la actividad hemolitica potencial de muchas de las plantas
comunmente utilizadas como lo realizaron Zohra y Fawzia (2014) y de igual manera,
el de los extractos de algas marinas. El realizar este tipo de ensayos con eritrocitos

humanos tiene la ventaja de que las evaluaciones de toxicidad se pueden hacer de
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forma mas econdmica, rapida y reproducible.

7.4 Ensayos celulares en linea 3T3-NIH

7.4.1 Morfometria celular

Al observar bajo el microscopio los cultivos de células 3T3-NIH tratadas con los
extractos obtenidos de macroalgas, se detectaron diferencias en la forma y tamafio
de éstas. En la figura 24 se observa que las células control presentan un mayor
tamafio en comparacion con los otros 8 tratamientos (Figura 24-a); ademas se
observa que las células de este grupo tienen una forma alargada. Con el tratamiento
de fucoidan (Figura 24-b) las células se ven mas pequefias en comparacion con el
control y su forma es semi redondeada. Para el caso del &cido citrico (Figura 24-d)
las células redujeron considerablemente su tamafio en comparaciéon con lo observado
en el tratamiento de fucoidan y el grupo control, presentando una forma redondeada
y una evidente disminucion en el nimero de células. En el tratamiento con acido
palmitico (Figura 24-c) se pueden observar células redondas de pequefio tamafio.
Con el extracto de Em-Ac (Figura 24-e) se observa un mayor nimero de células
pequefias, en comparacion al control, pero con una forma mas redondeada. Para el
extracto Em-Met (Figura 24-f) el tamafio celular es mayor en comparacion al extracto
Em-Ac (Figura 24-e) y con una forma no completamente redondeada. Con el extracto
Up-Ac (Figura 24-g) las células se observan con forma semi redondeada y algunas
alargadas, con un tamafo similar al de tratamiento con fucoidan (Figura 24-b). El
extracto Up-Met (Figura 24-h) a diferencia de la mayoria de los tratamientos presenta
células mas grandes, pero de menor tamafio a las células del control y ademas con
este extracto, tienen formas diversas no observadas con otros tratamientos (Figura
24). En el tratamiento con Tetrahidrolipstatina (Figura 24-i) se ve un mayor numero
de células en el campo seleccionado, pero es evidente que los tamafios celulares son
muy variados y, la mayoria tienen un tamafio menor al del resto de los tratamientos.

Cabe mencionar que hasta el momento no se encontraron reportes descriptivos sobre
la morfologia de la linea celular 3T3-NIH, que incluyan fotografias nitidas de como
cambia la forma de estas células cuando se exponen a distintos compuestos. Una
posible explicacién de esto es que la mayoria de los estudios en estas células buscan
entender el proceso celular y molecular de diferenciacion que sufren las células 3T3-

NIH cuando cambian de forma fibroblastica a célula adiposa (Zebisch et al., 2012b;X.
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Guo & Liao, 2000;MADSEN et al., 2003). Si bien si existen reportes de células 3T3-NIH
tratadas con distintos compuestos entre los que se incluyen nanoparticulas (Alves et
al., 2022), extractos de plantas (Farras et al., 2023) y, extractos de macroalgas
(Mlzquiz de la Garza et al., 2019) estos reportes no presentan una descripcion
detallada de los cambios morfolégicos que se generan con un tratamiento en
particular, y en muchos casos no se hace mencién del microscopio con que se
observaron las células ni del objetivo utilizado (Giaccio et al., 2023). Considerando
esto y el hecho de que las células cambian sustancialmente su forma dependiendo
del tratamiento al que sean expuestas, el analisis morfométrico resulta ser bastante
interesante y Util para proximas investigaciones con ésta y otras lineas celulares o

cultivos celulares expuestos a extractos de macroalgas marinas.
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Figura 24. Microfotografias de células 3T3-NIH diferenciadas expuestas a distintos tratamientos. La

figura muestra células control, sin ningln tratamiento (a), tratadas con 100 ug/mL de fucoidan 99%
puro (b), con 500 um de acido palmitico (c), con 21 ug/mL de acido citrico (d), con 1000 ug/mL de Em-
Ac (e), con 1000 ug/mL de Em-Met (f), con 1000 ug/mL de Up-Ac (g), con 1000 ug/mL de Up-Met (h)
y, con 50 um de Tetrahidrolipstatina (Orlistat de nombre comercial) (i). Las imagenes fueron tomadas
utilizando un objetivo de 100X y cada microfotografia cuentan con barra de escala equivalente a 50

um.
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Dado que los cambios morfologicos en las células 3T3-NIH fueron muy notorios entre
tratamientos, se procedio a medir tanto el tamafio de las células, considerando su
largo y ancho (Figura 25 y 26), como el area interna de las mismas (Figura 27) en
cada uno de los tratamientos experimentales. Los datos del tamafio celular y del area
de cada grupo experimental presentaron una distribucion no gaussiana, por lo cual en
todos los casos se realizaron analisis estadisticos no paramétricos (ver anexo 9.9).
En la figura 25 se puede observar que hay una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001) en el largo celular entre las células del grupo control
(46.87+£16.51 um) y las células de los demés tratamientos, ya que las células con
fucoidan tuvieron un largo de 15.71+5.09 um, las tratadas con &cido palmitico
midieron 8.62+1.87 um, las del tratamiento de acido citrico midieron 11.92+3.55 um
de largo, mientras que las del extracto de Em-Ac midieron 7.71+1.69 um, las de Em-
Met tuvieron un largo de 15.38+7.34 um, las de Up-Ac 10.89+4.36 um, las tratadas
con Up-Met 16.23+5.05 um y, las que recibieron el tratamiento con tetrahidrolipstatina
tuvieron un largo de 12.21+6.93 um. El largo de las células entre tratamientos también
presentod diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001); tal fue el caso para
los grupos de fucoidan vs. acido palmitico y vs. Em-Ac; el grupo de &cido palmitico
vs. Em-Met y vs. Up-Met; acido citrico vs. Em-Ac; grupo Em-Ac vs. Em-Met y Up-Met;
y Up-Ac vs. Up-Met. Ademas de las mencionadas diferencias a lo largo de las células
de los tratamientos, también se observaron diferencias estadisticamente significativas
en el grupo de fucoidan vs. Up-Ac (P<0.0002) y vs. tetrahidrolipstatina (P<0.0005);
fucoidan vs. tetrahidrolipstatina (P<0.0014), &cido palmitico vs. &cido citrico
(P<0.0064) y, Em-Ac vs tetrahidrolipstatina (P<0.003), con valor de (P<0.0321) Ac.
Citrico vs. Up-Met y Em-Ac vs. Up-Ac (P<0.0161); el resto de grupos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas.

El control presenta una largo aproximado de 50 um respecto a la media, a diferencia
de las demas células bajo su respectivo tratamiento, se observa que ninguna es
inferior a los 20 um, y que los grupos que presentaron un mayor largo son fucoidan,
acido citrico, Em-Met y Up-Met, y con menor largo &cido palmitico, Em-Ac, Up-Ac y

tetrahidrolipstatina.

Hasta el momento no se encontraron reportes donde se realicen mediciones del largo

o del ancho de esta linea celular expuestas bajo algun tratamiento, ni con algun
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tratamiento de macroalgas o con algun otro compuesto al que las células 3T3-NIH
han sido expuestas. Los reportes existentes sobre el largo de estas células se enfocan
en evidenciar las caracteristicas que presentan las células cuando se diferencian en
adipocitos (Shao et al.,, 2013a) y también en comparar la morfometria que estas
células presentan contra células tumorales (Radhakrishnan et al., 2017). Cabe
mencionar que las medidas del largo de las células 3T3-NIH son consideradas so6lo
como un referente del cambio morfologico que sufren estas células al diferenciarse
(Jessen & Stevens, 2002). En estudios con otro tipo de células las medidas de largo y
ancho de ellas se consideran dentro de los pardmetros morfol6gicos a evaluar tras el
crecimiento de células tumorales, tal es el caso de las células BEAS-2B y NCI-H522
tefiidas con feulgen para evaluar el crecimiento de estas y comparar las diferencias
gue presentaron (Wolfe et al., 2004)(Wolfe, P., Murphy & et al, 2004), o de las células
MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 en estados fibroquisticos o metastésicos evaluando
los métodos de diferenciacion morfométrica de cada linea celular (Radhakrishnan et
al., 2017). Considerando estos reportes, la medicion del largo y ancho en cualquier
tipo celular es un pardmetro importante a considerar para evaluar el efecto y la
toxicidad de distintos compuestos, incluyendo los obtenidos de las macroalgas

marinas.
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Figura 25. Mediciones del largo de las células 3T3-NIH diferenciadas tratadas con distintos extractos
de macroalgas y con sus respectivos grupos control. El largo de las células en cada tratamiento, y en
el grupo control, se midié con el Software Axiovision (Carl Zeiss Microscopy, Axiovision Software, White
Plains, USA) y los datos se procesaron con el programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA). Control: células diferenciadas sin tratamiento alguno;
Fucoidan: 100 ug/mL de fucoidan 99% puro; Ac. Palm.: 500 um de &cido palmitico; Ac. Citrico: 21
ug/mL de acido citrico; Em-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Egregia menziesii; Em-Met: 1000
ug/mL de extracto metandlico de Egregia menziesii; Up-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Undaria
pinnatifida; Up-Met 1000 ug/mL de extracto metandlico de Undaria pinnatifida; Tetrahidro.: 50 um de

Tetrahidrolipstatina (Orlistat de nombre comercial).

En lo referente al ancho de las células 3T3-NIH, en la figura 26 se puede observar
gue hay una diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001) entre las células del
grupo control (25.77+10.24 um) y las células de los demas tratamientos, a excepcion
del control vs. Up-Met (P<0.0042), ya que las células con fucoidan tuvieron un ancho
de 11.66+3.76 um, las tratadas con acido palmitico midieron 6.97+1.46 um, las del
tratamiento de acido citrico midieron 7.69+2.09 um de largo, mientras que las del
extracto de Em-Ac midieron 6.48+1.35 um, las de Em-Met tuvieron un ancho de
10.54+3.71 um, las de Up-Ac 8.87+3.24 um, las tratadas con Up-Met 12.92+3.85 um

y, las que recibieron el tratamiento con tetrahidrolipstatina tuvieron un ancho de
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10.25+5.448 um. Los datos obtenidos nos muestran que existe diferencia en cuanto

al ancho de las células 3T3-NIH expuestas a los diferentes tratamientos.

Tras medir el ancho de las células en cada tratamiento se realizé una comparacion
entre todos los grupos que presentan datos estadisticamente significativos
(P<0.0001); tal fue el caso para fucoidan vs. &cido palmitico, &cido citrico, y Em-Ac,
acido palmitico vs. Em-Met y Up-Met, acido citrico vs. Up-Met, Em-Ac vs. Em-Met y
Up-Met, Up-Ac vs. Up-Met, con valor de (P<0.0006) tenemos Em-Ac vs.
tetrahidrolipstatina, tenemos &cido citrico vs. Em-Met (P<0.0072) y Up-Met vs.
tetrahidrolipstatina (P<0.0034), con valor de (P<0.0105) fucoidan vs. Up-Ac, acido
palmitico vs, tetrahidrolipstatina (P<0.0308), y Em-Ac vs. Up-Ac (P<0.0178), el resto

de grupos no presento diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 26. Mediciones de ancho de las células 3T3-NIH diferenciadas tratadas con distintos extractos
de macroalgas y con sus respectivos grupos control. El ancho de las células en cada tratamiento, y en
el grupo control, se midi6 con el Software Axiovision (Carl Zeiss Microscopy, Axiovision Software, White
Plains, USA) y los datos se procesaron con el programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA). Control: células diferenciadas sin tratamiento alguno;
Fucoidan: 100 ug/mL de fucoidan 99% puro; Ac. Palm.: 500 um de &cido palmitico; Ac. Citrico: 21
ug/mL de acido citrico; Em-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Egregia menziesii; Em-Met: 1000
ug/mL de extracto metandlico de Egregia menziesii; Up-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Undaria
pinnatifida; Up-Met 1000 pug/mL de extracto metandlico de Undaria pinnatifida; Tetrahidro.: 50 um de
Tetrahidrolipstatina (Orlistat de nombre comercial). Nota: el asterisco (*) significa que hay diferencia
estadisticamente significativa del grupo sefialado con el grupo control y/o con alguno de los otros

grupos experimentales; para méas detalles, consultar el texto donde se describen los resultados.

Con las mediciones de area (Figura 27) para las células 3T3--NIH observamos que
hay una diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001) en el area celular entre
las células del grupo control (2889+1352 um?) vs. acido palmitico, Em-Ac, Em-Met,
Up-Ac y tetrahidrolipstatina, también las células con fucoidan tuvieron un area de
1847+879.4 um?, las tratadas con acido palmitico midieron 1555+1196 um?, las del
tratamiento de acido citrico midieron 1986+1488 um? de area, mientras que las del
extracto de Em-Ac midieron 1416+912.3 um?, las de Em-Met tuvieron un area de
1193+789.2 um?, las de Up-Ac 1309+804.6 um?, las tratadas con Up-Met 2785+1994
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um?y, las que recibieron el tratamiento con tetrahidrolipstatina tuvieron un area de
1476+1237 um?.

El area de las células entre tratamientos también presenté diferencias
estadisticamente significativas (P<0.0001); Em-Met vs. Up-Met, Up-Ac vs. Up-Met,
con valor de P<0.0007; Em-Ac vs. Up-Met y Up-Met vs. tetrahidrolipstatina
(P<0.0003); con P<0.0039 tenemos a fucoidan vs. Em-Met, y una P<0.0021 para
acido palmitico vs. Up-Met; con una P<0.0334 observamos diferencias entre el grupo
de acido citrico vs. Em-Met; el resto de grupos no presentd diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 27. Mediciones de &rea de las células 3T3-NIH diferenciadas tratadas con distintos extractos
de macroalgas y con sus respectivos grupos control. El area de las células en cada tratamiento, y en
el grupo control, se midié con el Software ImageJ (Carl Zeiss Microscopy, Axiovision Software, White
Plains, USA) y los datos se procesaron con el programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA). Control: células diferenciadas sin tratamiento alguno;
Fucoidan: 100 ug/mL de fucoidan 99% puro; Ac. Palm.: 500 um de &cido palmitico; Ac. Citrico: 21
ug/mL de acido citrico; Em-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Egregia menziesii; Em-Met: 1000
ug/mL de extracto metandlico de Egregia menziesii; Up-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Undaria
pinnatifida; Up-Met 1000 pug/mL de extracto metandlico de Undaria pinnatifida; Tetrahidro.: 50 um de
Tetrahidrolipstatina (Orlistat de nombre comercial).

A la fecha no hay reportes donde se mida el area del soma de las células 3T3-NIH
con un tratamiento especifico. Sin embargo, sabemos que el proceso de
diferenciacion de estas células de su forma fibroblastica a adiposa, genera cambios
morfoldgicos en el soma de las células (Shao et al., 2013b). En algunos casos, se ha
observado que ciertos compuestos resultan citotoxicos para las células 3T3-NIH, lo
cual se observa con una reduccién considerable del soma celular (Lamers et al.,
2011). En éste y otros tipos celulares, el proceso de diferenciacion mediante el cual
las células precursoras multipotenciales dan origen a células adiposas maduras se
conoce con el nombre de adipogénesis y ocurre por la activacion de un programa
coordinado de expresion génica mediado por factores de transcripcion, el cual
conduce a cambios en la actividad, en la cantidad, o ambos, de proteinas claves en

la fisiologia del adipocito como por ejemplo, las implicadas en la homeostasis de los
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lipidos y la glucosa (Clavijo et al., 2007). Existen reportes con extractos de plantas
donde se muestra que algunos componentes pueden interrumpir el proceso de
adipogénesis, y esto dependera de con qué compuesto se esté trabajando (Ambati et
al., 2007; Harmon & Harp, 2001). Por el contrario, se han reportado protocolos que
evallan el proceso de diferenciacion y a su vez se intenta conocer cOmo es que ocurre
dicho proceso y cudl es la cascada de sefalizacion, esto también dependera de cual
sea la linea fibroblastica con la que se intenta llevar a cabo el proceso de
diferenciacion a célula adiposa (Fauziah et al., 2021).

Dada la posible citotoxicidad de los compuestos a evaluar en las lineas celulares y,
los cambios morfolégicos cuando células como las 3T3-NIH se diferencian, resulta
importante evaluar el crecimiento y cambio morfologico en el soma de cada linea
celular. Como ya se menciond anteriormente hemos realizado mediciones de largo
(Figura 25), ancho (Figura 26) y area (Figura 27), con la finalidad de tener registro de
los efectos que los extractos de las macroalgas Egregia menziesii y Undaria

pinnatifida pudieran tener sobre la morfometria celular.

7.4.2 Ensayo de MTT

En la figura 28 se puede observar que hay una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001) entre la viabilidad de las células del grupo control (100+ 0%)
vs. acido palmitico y Em-Ac, ya que las células con fucoidan tuvieron un porcentaje
de viabilidad de 60.91+5.221%, las tratadas con acido palmitico 0.4582+0.2686 %,
las del tratamiento de acido citrico 99.83+9.676 %, mientras que las del extracto de
Em-Ac 0.331+0.0439%, las de Em-Met tuvieron un porcentaje de 61.6+13.07 %, las
de Up-Ac 61.39+5.233%, las tratadas con Up-Met 26.87+3.065 % vy, las que
recibieron el tratamiento con tetrahidrolipstatina tuvieron un porcentaje de viabilidad
del 91.32+11.22 %.

La viabilidad de las células entre tratamientos también presentd diferencias
estadisticamente significativas (P<0.0001); tal fue el caso para el grupo de acido
palmitico vs. acido citrico, acido citrico vs. Em-Ac y el grupo Em-Ac vs.
tetrahidrolipstatina. Ademas de las diferencias mencionadas en la viabilidad de las
células de los tratamientos, también se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de acido palmitico vs. tetrahidrolipstatina (P<0.0002) y acido

citrico vs. Up-Met (P<0.0057). También se observaron diferencias con valor de
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P<0.0173 entre Up-Met y. tetrahidrolipstatina. El resto de grupos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 28. Viabilidad de las células 3T3-NIH diferenciadas tratadas con distintos extractos de
macroalgas y con sus respectivos grupos control. La viabilidad de las células en cada tratamiento, y
en el grupo control, se midié con el lector de placas (Carl Zeiss Microscopy, Axiovision Software, White
Plains, USA) y los datos se procesaron con el programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA). Control: células diferenciadas sin tratamiento alguno;
Fucoidan: 100 ug/mL de fucoidan 99% puro; Ac. Palm.: 500 um de &cido palmitico; Ac. Citrico: 21
ug/mL de acido citrico; Em-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Egregia menziesii; Em-Met: 1000
ug/mL de extracto metandlico de Egregia menziesii; Up-Ac: 1000 ug/mL de extracto acuoso de Undaria
pinnatifida; Up-Met 1000 ug/mL de extracto metandlico de Undaria pinnatifida; Tetrahidro.: 50 um de
Tetrahidrolipstatina (Orlistat de nombre comercial).

Datos reportados por Gutiérrez Rodriguez, (2018) reportan la viabilidad en células
3T3-L1 de extractos metandlicos, hexanicos y cloroformicos donde observaron un
mayor decremento en la actividad celular a las 48 horas de exposicion, mostrando un
porcentaje igual o menor al 50 % de viabilidad. Otros autores como Kang et al., (2017)
han evaluado la viabilidad de las células adiposas en el proceso de diferenciacion de
preadipocitos a adipocitos con algunos derivados de Sargassum thunbergii expuestas
tras 48 horas, presentaron un porcentaje muy bajo de letalidad que ronda entre el 90-

100%. También existen reportes donde hacen extracciones de la esporofila de
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Undaria pinnatifida con potencial farmacéutico en adipocitos 3T3-NIH y en ellos no
hubo un efecto inhibitorio significativo sobre la viabilidad celular durante 72 horas a
concentraciones igual o menores a 100 ug/mL (Kim & Lee, 2012).

Como es bhien sabido las macroalgas marinas representan una rica fuente de
compuestos bioactivos que pueden implementarse en diversos productos
alimenticios, cosméticos y farmacéuticos para mejorar la salud. Se ha demostrado
gue algunos de estos compuestos bioactivos son los polifenoles, polisacaridos, el
fucoidan, los carotenoides y algunos acidos grasos w-3 (Cikos et al., 2018).

El fucoidan es un polisacarido compuesto principalmente de L-fucosa sulfatada y se
encuentra comunmente en las algas pardas y los algunos equinodermos marinos.
Esperando obtener un extracto con una composicién similar se probo a la par de los
4 extractos, un acido graso (Acido palmitico), un agente antioxidante (Acido citrico) y
un medicamento que se utiliza para tratamiento en paciente obesos (Orlistat).
Decidimos evaluar el efecto que podrian tener compuestos como el fucoidan que fue
extraido de una macroalga parda de orden laminarial al igual que las utilizadas en
este proyecto, con la finalidad de tener una comparativa entre un compuesto puro,
uno organico y acuoso. Investigaciones recientes centran su atencion en compuestos
bioactivos como polifenoles, polisacaridos, carotenoides y acidos grasos
poliinsaturados (Ciko$ et al., 2018). Es por esto que nosotros empleamos el
tratamiento con fucoidan puro al 99% extraido de Fucus serratus, una macroalga
parda que estd vinculada genéticamente con Undaria pinnatifida. También
planteamos la idea de utilizar un agente antioxidante como el &cido citrico y evaluar
gué efectos tendria sobre esta linea celular.

Otro de los compuestos prueba fue aplicar un tratamiento con un acido graso, hemos
probado el acido palmitico a una concentracion conocida, con la cual nosotros
obtuvimos los resultados esperados, ya que se reporta que el acido palmitico puede
inhibir el proceso de la adipogénesis. Otro de los compuestos que decidimos probar
fue un medicamento comercial que se utilice para los pacientes con diabetes, este
compuesto es la tetrahidrolipstatina que ayuda al proceso de reduccion de
triglicéridos. Hemos encontrado que los acidos grasos saturados desempefian un
papel central como modelos de adipocitos obesos debido a sus caracteristicas
asociadas con su estructura quimica. En este estudio nosotros hemos optado por

probar el efecto que puede tener el &cido palmitico en esta linea celular. Los acidos
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grasos saturados estan ligados a la resistencia a la insulina (IR) induciendo una
respuesta de estrés celular relacionada con el reticulo endoplasmatico, y un estado
inflamatorio cronico por el patrén alterado de adipocinas en el tejido adiposo. Estudios
realizados por Moreno Castellanos et al., (2021) mencionan que células adiposas
tratadas con &cido palmitico pueden inducir resistencia a la insulina, estrés
mitocondrial y estrés del reticulo en las células grasas.

Se ha probado que el medicamento Orlistat (Tetrahidrolipstatina) en varias lineas
celulares sugieren que este compuesto es capaz de activar la expresion de la proteina
Sirtl, la cual juega un papel crucial en el metabolismo energético, puesto que modula
la expresion de la insulina y la secrecién de la adiponectina; adipocitoquina que
fortalece la sensibilidad a la insulina. En dicha investigacion las células se tifieron
para cuantificar el contenido de triglicéridos, donde hubo una fuerte reduccion en
grasa observada en las células tratadas con este medicamento. Este efecto fue
debido posiblemente a la activacion de Sirtl que actia como un represor de genes
gue dirigen la diferenciacion del adipocito y el almacenamiento de acidos grasos.
Dado que tetrahidrolipstatina tiene multiples blancos es dificil comprender del todo en
qué forma actua sobre las Sirtruinas; una posibilidad es que estabiliza la uniéon de un
péptido fluoréforo a la Sirtuina que es necesario para su activacion. Sin embargo, el
mecanismo de accion por el cual este medicamento y otros polifenoles actiian sobre
Sirtl sigue siendo desconocido (Celis et al., 2008Db).

Los compuestos que presentaron una sobrevivencia menor al 50% fueron los grupos
de acido palmitico, Em-Ac y Up-Met, respecto al tratamiento con &cido palmitico se
esperaba un resultado similar ya que como mencionamos se ha demostrado que
puede reducir significativamente el proceso de la adipogénesis, para los extractos
podriamos plantear evaluar ensayos de toxicidad a diferentes concentraciones o
caracterizar estos compuestos y evaluar la diferencia entre cada uno de ellos para

poder identificar la causa de la disminucidn de sobrevivencia que se presento.

8. Conclusiones y perspectivas

a. Los extractos de las macroalgas marinas del pacifico mexicano Egregia menziesii
y Undaria pinnatifida presentaron un porcentaje de rendimiento bajo, por lo cual

sugerimos que, si este protocolo se quisiera escalar para darle alguna aplicacion
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diferente al de este proyecto, se recomienda hacer mejoras en el proceso de
extraccion y valorar el rendimiento que podrian ofrecer otros solventes

b. Los ensayos preclinicos que se realizaron con los diferentes extractos en Artemia
salina y eritrocitos humanos, no presentaron una letalidad significativa a
concentraciones de 1000 pug/mL en la mayoria de los casos; si se quisiera
determinar la dosis letal media (DLso) se recomienda realizar estos ensayos con
cantidades mayores a las utilizadas en este trabajo

c. El analisis morfométrico presenté diferencias estadisticamente significativas
entres todos los grupos experimentales respecto al grupo control; los campos
celulares observados presentaron diferencias morfologicas visibles, al igual que
las mediciones de largo, ancho y el area; estos datos seran de gran utilidad para
futuros trabajos ya que hasta el momento no existen reportes que se enfoquen en
la morfometria por imagen con la linea celular NIH/3T3

d. Los mayores porcentajes de viabilidad (90-100%) de las células 3T3-NIH se
observaron en los grupos de &cido citrico, tetrahidrolipstatina y control; los grupos
de fucoidan, Em-Met, y Up-Ac tuvieron un porcentaje de viabilidad el entre el 50%
y el 60%; el grupo de Up-Met tuvo un menor porcentaje de viabilidad (~30%); y los
grupos tratados con acido palmitico y Em-Ac presentaron una viabilidad casi nula
(menor al 1%). Para entender el mecanismo celular que éstos compuestos
generan en las células 3T3-NIH, es recomendable caracterizar los componentes
de los diferentes extractos y, mediante ensayos farmacolégicos evaluar la

acumulacion de lipidos y/o el estrés celular.

9. Anexos

9.1 Cambio de medio de cultivo, mantenimiento.

WEVEHEIES

DMEM al 10-20% de SFB En bafio a 37°C por 30 minutos
previosal cambiode medio
Frasco de cultivo Sin filtro; 5 mL 0 10 mL

(segun corresponda)
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Pipetas Frascocon linea celular previamente obtenida

de incubadora de CO;

Pasos:

Aspirar el medio dejando un poco del medio antiguo, dependiendo la linea celular
con la que se esté trabajando se aconseja dejar el 30-50% de medio en uso. El motivo
es mantener sustancias positivas para el crecimiento, si el medio esta completamente
nuevo, inducird una  parada o retraso en su crecimiento.

Aspirar medio usado

Incorporar DMEM al frasco

Dejar frasco en incubadora de CO2

9.2 Tripsinizacién

WYEICHEIES

DMEM al 10% de SFB En bafio a 37°C por 30 minutos previos.

PBS

Tripsina

Pipetas Sin filtro; 5 mL o] 10 mL (segun
corresponda)

Frasco de cultivo celular Frasco nuevo para pase celular

Frasco de cultivo Frasco con linea celular mantenido en incubadora
con CO>

Pasos:

1. Aspirar el medio de cultivo del frasco previamente obtenida de
la incubadora con CO-

2. Lavar por 1 vez con 4 mL de PBS para contribuir a debilitar la adherencia de
las células en el frasco de cultivocelular (asi se elimina el suero del medio que
contiene inhibidor de tripsina).

3. Incorporar al frasco de cultivo 1 0 2 mL de Tripsina segun tamafio del frasco.

Mover horizontalmente por 1 minuto para cubrir toda la superficie
Aspirar Tripsina dejando un pequefio volumen

Incubar frasco con linea celular mas Tripsina por 5 minutos a 37°C
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10.

11.

Diluir en el frasco de cultivo tripsinizadas 5 mL de DMEM

Pipetear por 2 veces la suspension para acabar de levantar lascélulas (pipetear
arriba y abajo, esparciendo la suspension por toda la superficie del frasco). Por
terceravez, pipetear hacia arriba todo el contenido y soltardesde una esquina del
frasco con el fin de evitar aglomeracion en un frasco para centrifugar.

Centrifugar medio y celular a 1000 rpm por 10 minutos

Una vez centrifugado, retirar lo mayor posible del tubo dejando solo el pellet formado
en el fondo del tubo.

Agregar medio de cultivo, el volumen dependera del tamafio de frasco con que se esté
trabajando

Transferir volumen de frasco de cultivo tripsinizadas y centrifugado al nuevo frasco de

cultivo

12. Incubar células.

9.3 Congelacioén de células

WYEICHEES

DMEM al 10% de SFB

PBS

Tripsina

En bafio a 37°C por 30 minutos previos.

DMSO

Frasco

Vial (Criotubo)

Segun necesidad (2-3 por frasco de cultivo)

Micropipetas 200 ul
Puntas 100 a 200 ul
Pipetas Sin fitro; 5mL o 10 mL (segun

corresponda)

Frasco de cultivo

Frasco con linea celular mantenido en incubadora
con CO»

Falcon 15 mL

Segun necesidad
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Pasos:
1. Realizar tripsinizacion del cultivo celular (hasta paso de centrifugacion).
Al pellet agregar 4.5 mL de DMEM. Resuspender 3 veces.

A cadavial (3 unidades) agregar 1.5 mL de suspensién celular.

WD

Agregar a cada vial 75 ul de DMSO (di-metil-sulfoxido) como agente Crioprotector. El
DMSO es bastante toxico, para minimizar el tiempo que las células pasan a
temperatura ambiente en presencia de DMSO se debe enfriar las células lo antes
posible (4°C).

Etiquetar viales con linea celular, nUmero de pase y fecha.

Enfriar viales en hielo a 4°C por 5 minutos.

Congelar viales a -20°C por 2 horas.

© N o u

Congelar a -80°C.

9.4 Descongelacién de células
Pasos:

1. Sacar el criotubo con las células del medio de congelacion.

2. Descongelar en la mano (hasta que queden algunos trocitos de hielo).

3. Con ayuda de la pipeta, poner las células en un tubo de 15 mL (Falcon) cénico y afiadir
5 mL de medio a 37°C.
Centrifugar 5 minutos, 1000 rpm, 37°C.
Retirar sobrenadante con ayuda de la pipeta. - Afiadir al pellet 3 mL de medio y
resuspender con la pipeta recogiendo todo el contenido y soltar a cierta distancia del
fondo para ayudar a que se retire el botén del fondo, varias veces.

6. Verter todo el contenido en el frasco de cultivo.
Afadir medio dependiendo el tamafio de frasco a utilizar.

Rotular indicando: Tipo de linea celular, fecha y no° de pase. - Estufa a 37°C, 5% CO,.

9.5 Tincion de rojo Oleoso

WEVCHEIES

PBS

Formaldehido al 10 %

Rojo oleoso

Isopropanol al 99%

Isopropanol al 60%
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Filtro Whatman No. 1

Pasos:

Fijacion de cultivo adipogénico:

1.

Previamente se incubaron células en placas que contenian vidrios tratados con Poli-
L-lisina, este tratamiento se realiz6 para obtener una mejor adherencia de células en
los vidrios donde hicimos la fijacion de células.

Retire las células de la incubadora y coléquelas en campana extractora. Todos los
procedimientos que involucran la formalina deben realizarse en una campana
extractora.

Primero retira el material del control y luego fuera de los pozos inducidos de la post
induccién lamina. Asegurese de no dejar que las células permanezcan secas por mas
de 30 segundos en cualquier punto durante el ensayo.

Enjuague suavemente la placa con 2 mL de solucién esterilizada PBS a lo largo de
los lados de cada pocillo para no perturbar la monocapa.

Aspirar el PBS y agregar 2 mL de 10% formalina a lo largo de los lados de cada pocillo,
nuevamente teniendo cuidado de no perturbar la monocapa.

Incubar las placas durante 30-60 min. en la habitacion temperatura.

Preparacion de Rojo Oleoso:

1.

Prepare la solucién madre pesando 300 mg de Oil Red O en polvo y afiadiendo este
a 100 mL de isopropanol al 99%. Esta solucion es estable durante un afio a partir de
la fecha en que fue hecho.

En la campana extractora, mezcle 3 partes de Oil Red O solucién madre con 2 partes
de agua desionizada y deje reposar a temperatura ambiente durante 10 min. La
solucion de trabajo solo es estable durante 2 horas asi que solo prepare lo que usaras
en ese momento.

Coloque un trozo de papel de filtro en un embudo y coloca el embudo en una botella
filtrar la solucion de trabajo Oil Red O completamente a través del embudo de

filtracion. Agregar la solucion lentamente para que no se desborde el embudo.

Tincién de cultivos adipogenicos:

1.

Retire con cuidado toda la formalina bien de cada pozo y deséchalo en un recipiente
designado. Recipiente para residuos de formalina. Recuerda retirar la formalina de los
pozos control primero.

Enjuague suavemente cada pocillo con 2 mL de agua esterilizada.

Retire el agua y deséchela en el recipiente para residuos de formalina.
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Agregue 2 mL de isopropanol al 60 % a cada pocillo y déjelo reposar durante 2-5 min.
Aspire el isopropanol y pipetear 2 mL de la solucién de trabajo Oil Red O a lo largo de
cada pozo. Gire lentamente el plato para asegurar una distribucién uniforme por todos
los pozos y dejar reposar durante 5 min.

Enjuague con agua del grifo por el centro de cada plato hasta que el agua salga clara.
Estar seguro de No agregar agua corriente directamente al pozo, ya que esto puede
alterar la monocapa.

Ver las placas en contraste de fases en un microscopio, los lipidos apareceran rojos.
No debe dejar secar las placas ya que esto podria ocasionar la degradacién de las

células.

9.6 Protocolo para ensayo MTT

Numero de catalogo: 11465007001 Sigma Aldrich

Incube los cultivos celulares durante 24 horas a +37°C y CO; al 5-6,5 %.

Después del periodo de incubacion, afiada 10 ul del reactivo de marcaje MTT
(concentracion final 0.5 mg/mL) a cada pocillo.

Incube la microplaca durante 4 horas en una atmésfera humidificada (p. ej., +37 °C,
CO; al 5-6,5 %).

4. Anada 100 pul de la disolucién de solubilizacién a cada pocillo.

Deje la placa reposar toda la noche en la incubadora en una atmoésfera humidificada
(por ejemplo, +37 °C, CO; al 5-6,5 %).

Compruebe la solubilizacién completa de los cristales de formazan morados y mida la
absorbancia de las muestras con un lector de microplacas. La longitud de onda para
medir la absorbancia del producto formazan es de 550 a 600 nm en funcién de los
filtros disponibles para el lector ELISA utilizado. La longitud de onda de referencia

debe ser superior a 650 nm.

9.8 Vidrios tratados con Poli-L-lisina

S A

Lavar los cubreobjetos con etanol (100%). 15 minutos.
Lave los cubreobjetos con H,0, tres veces.
Deje secar los cubreobjetos.

Cubra los cubreobjetos durante 5 minutos con 120 ul de solucién de poli-L-lisina (PM
70.000-120.000: 0,01%, Sigma).

Lavar 3 veces con H,O.

Deje secar los cubreobjetos.
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9.9 Tablas estadisticas largo, ancho y area de células 3T3-NIH

Tabla 8. Prueba de D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk para datos de largo en células 3T3-NIH.

Control Fucoidan Ac. Palm. Ac. Citrico Em-Ac  Em-Met  Up-Ac Up-Met Tetrahidro
Test for normal distribution
D'Agostino & Pearson test
K2 Invalid inpt ~ 0.5391 1.045 2.123 2.601 1.749 2.37 2.502 1.338
P value 0.7637  0.5931 0346 02724 0417 0.3058 0.2862 0.5123
Passed normality test Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
P value summary ns ns ns ns ns ns ns ns

Shapiro-Wilk test

W Invalid inpt  0.8666  0.8276 0.7779 0.7143 0.8152 0.7665 0.8618 0.83%3
P value 0.1395 0.4943 0.0165 0.0033 0.0415 0.0124 0.1252 0.074
Passed normality test Yes Yes No No No No Yes Yes

P value summary ns ns * ** * * ns ns

Tabla 9. Prueba de D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk para datos de ancho en células 3T3-NIH.

Control Fucoidan Ac. Palm. Ac. Citrico Em-Ac Em-Met Up-Ac Up-Met Tetrahidro.
Test for normal distribution
D'Agostino & Pearson test
K2 14.48 2412 17.95 11.37 4.357 12.79 5.497 3.734 20.12
P value 0.0007 <0.0001 0.0001 0.0034 0.1132 0.0017 0.064 0.1546 <0.0001
Passed normality test (alpl No No No No Yes No Yes Yes No
P value summary xn e xn P ns . ns ns oo
Shapiro-Wilk test
w 0.8908 0.9097 0.898 0.9 0.9582 0.8693 0.9166 0.9443 0.7891
P value 0.0002 0.001 0.0004 0.0005 0.0744 <0.0001 0.0018 0.0201 <0.0001
Passed normality test (alpl No No No No Yes No No No No
P value summary oxx *x . e ns . o * e
Number of values 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Tabla 10. Prueba de D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk para datos de area en células 3T3-NIH.

Control Fucoidan Ac. Palm. Ac. Citrico Em-Ac  Em-Met  Up-Ac Up-Met Tetrahidro.
Test for normal distribution
D'Agestino & Pearson test

K2 6.58 4.25 28.26 24.71 11.28 9.523 5.346 9.406 42.82
P value 0.0373 0.11%94 <0.0001 <0.0001 0.0036 0.0086 0.069 0.0091 <0.0001
Passed no No Yes No No No No Yes No No

P Value Su * ns L whk K *k *k ns *k L

Shapiro-Wilk test

W 0.8925 09307 07466 0.7515 08868 0.8435 0.8919 0.7458 0.7589
P value 0.0003  0.0059 <0.0001 <0.0001 0.0002 <0.0001 0.0003 <0.0001 <0.0001
Passed no No No No No No No No No No

L *w R KK wRE K wRE R AR wHK wREK AR K
P value su

Number of 50 50 50 50 50 50 50 50 50
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Tabla 11. Prueba de D'Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk para datos de ensayo MTT en células 3T3-
NIH.

Control Fucoidan Ac. Palm. Ac. Citrico Em-Ac  Em-Met  Up-Ac Up-Met Tetrahidro
Test for normal distribution
D'Agostino & Pearson test
K2 Invalid inpt  0.5391 1.045 2.123 2.601 1.749 2.37 2.502 1.338
P value 0.7637  0.5931 0346 02724 04171 0.3058 0.2862 0.5123
Passed normality test Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
P value summary ns ns ns ns ns ns ns ns

Shapiro-Wilk test

w Invalid inpt  0.8666 0.9276 0.7779 0.7143 0.8152 0.7665 0.8618 0.8393
P value 0.1395 04843 0.0165 0.0033 0.0415 0.0124 0.1252 0.074
Passed normality test Yes Yes No No No No Yes Yes

P value summary ns ns * - * * ns ns

Los resultados obtenidos de la hipétesis especifica en ambas pruebas siguen una
distribucion diferente. Debido a que tenemos 50 datos, procedemos a emplear la
prueba de Shapiro Wilks.
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