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APRESENTACAO

A pesquisa em Ciéncias Biolégicas abrange uma ampla gama de
areas que estudam a vida em suas diferentes formas, desde os niveis mais
basicos da biologia molecular até pesquisas em larga escala em ecossistemas
completos. Esta pesquisa proporciona uma compreensao profunda da vida e dos
fendbmenos que a cercam, e utiliza para tal técnicas avangadas, que possibilitam
contribuicdes significativas para diversas areas, como a saude e a alimentagéo,
ecologia e a conservacgao da biodiversidade e do meio ambiente.

Nesta obra, “Principales temas de investigacion en Ciencias Biologicas”,
sdo apresentados artigos que abordam diferentes temas dentro das Ciéncias
Biologicas. Alguns dos temas mais destacados sdo: genética e biologia
molecular (area de pesquisa que se concentra no estudo dos genes, na estrutura
e funcdo das proteinas, na regulacédo genética e nos mecanismos de heranca)
e aqui vemos a producédo de um antigeno de fus@o usado para diagnostico de
tuberculose e a utilizacédo de anéalise gendmica para identificacao de cérie dental;
biologia celular (estuda a estrutura, fungcdo e comportamento das células) e
fisiologia (estuda o funcionamento dos organismos vivos e de suas partes, seus
processos biologicos, bem como as interacdes entre eles); sobre estes temas
temos um trabalho sobre a atividade hepatoprotetora de Mimosa lacerata em
células HepG2, e um trabalho sobre a avaliacdo da atividade quimioterapica
de beta-sitosterol utilizando um modelo de osteosarcoma em ratos. Outra area
abordada nesta obra é a Ecologia e conservacéo, que estuda os ecossistemas e
das interag¢des entre os seres vivos em seu ambiente, bem como a importancia
da biodiversidade do planeta. Aqui temos uma interessante revisdo sobre o
género Sargassum, que pode ser uma alternativa na produ¢éo de biomassa com
potencial econémico e de forma sustentavel.

A Atena Editora possui um corpo editorial pertencente as melhores
universidades do Brasil e responsavel por selecionar material de qualidade e
relevancia, como a obra que aqui apresentamos. Que vocé possa desfrutar de
uma boa leitura!!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPITULO 1

DISENO Y OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE UN
ANTIGENO DE FUSION MEDIANTE INGENIERIA DE LA
TRADUCCION PARA USO EN DIAGNOSTICO DE LA TB

Data de submissédo: 16/05/2023

Angel Hilario Alvarez Herrera

Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y disefio del Estado de Jalisco
A.C.

Unidad de Biotecnologia médica
farmacéutica.

Guadalajara, Jalisco; México.
http://orcid.org/0000-0003-3302-5493

RESUMEN: La biologia sintética y la
bioingenieria han permitido acelerar la
velocidad para generar biotecnol6gicamente
nuevas moléculas con caracteristicas
bioactivas, plataformas que junto a la
inmunoprotedmica estan permitiendo la
generacion de nuevas moléculas blanco
del sistema inmunitario en el combate
de las enfermedades infecciosas. Entre
las proteinas antigénicas mas usadas y
reconocidas para mejorar el diagnostico
de la tuberculosis (TB) destacan los
antigenos de virulencia ESAT6 y CFP10,
sin embargo, su produccion usando cultivos
de M. tuberculosis es de alto riesgo, lento
y ademas con muy bajos rendimientos.
Una de las opciones de nueva generacion
es utilizar una estrategia biotecnologica
de ingenieria de la traduccion. Al generar
un gen sintético artificial codificante para

Data de aceite: 04/07/2023

producir una proteina nativa de forma
eficiente se optimizan las caracteristicas
fisicoquimicas de la molécula blanco para
su expresion en E. coli. En este trabajo
se obtuvo una sola proteina de fusion
ESAT6:CFP10, generandose una molécula
claramente soluble a partir de un cultivo
bacteriano de facil manipulacién. La proteina
recombinante se obtuvo después de la lisis
celular de un cultivo bacteriano inducido
mediante una purificacion por cromatografia
de afinidad. Se evalu6 la capacidad inmuno-
estimulante en cultivos de sangre periférica
de animales con una infeccion tuberculosa
activa mediante un inmunoensayo de ELISA
para detectar interferon-gamma de bovino.
La molécula recombinante demostré un
alto potencial para despertar la produccion
de interferobn-gamma, aumentando la
sensibilidad del diagnostico de la infeccion
tuberculosa animal. La generacion del gen
sintético de ESAT6:CFP10 para E. coli
demuestra que la plataforma de disefio
molecular utilizada para obtener un reactivo
biolégico complejo resulta ser una buena
estrategia rentable para la produccién a
gran escala de estructuras multi-epitopo
con propiedades antigénicas sostenidas
con fines inmuno-diagnosticos.

PALABRAS CLAVE: proteina

Principales temas de investigacién en Ciencias Biolégicas

Capitulo 1
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recombinante, ingenieria de traduccion, inmuno-diagnostico, antigenicidad, E. coli.

11 INTRODUCCION

1.1 Agentes infecciosos de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es un proceso inflamatorio granulomatoso cronico que afecta
principalmente al tracto respiratorio del huésped infectado. Los agentes etiologicos
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y Mycobacterium bovis (M. bovis), son miembros del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) que residen en los pulmones y los ganglios
linfaticos asociados. Aunque la infeccidbn por Mtb es principalmente una enfermedad
infecciosa humana, los seres humanos son la presunta fuente de transmision de Mitb al
ganado, sin embargo, la diseminacion de M. bovis del ganado al hombre es muy comun
(Wahdan et al., 2020). El patdogeno ha sido aislado e identificado en ganado, atribuido al
contacto cercano entre humanos y animales, probablemente debido a la transmisién de Mtb
de pastores y empleados de lecheria que padecen un proceso activo de TB (Adesokan et
al., 2019; Lombard et al., 2021). Por otro lado, la infeccion bovina por M. bovis causa una
infeccion generalizada en mamiferos que también ocurre en otras especies domésticas y
de vida silvestre, lo que contribuye a la persistencia de la enfermedad y se propaga dentro
de las poblaciones por infeccion cruzada entre hospedadores como TB zoonotica (zTB)
particularmente en paises de bajos ingresos (Kock et al., 2021). La transmision aérea del
patégeno de las vacas a los seres humanos se produce mediante la inhalacion de gotitas
en aerosol diseminadas por la tos, con una alta prevalencia de infeccion asintomatica
principalmente entre ganaderos, veterinarios y trabajadores de mataderos expuestos a
ganado infectado (Devi et al., 2021).

1.2 Gendémica de las infecciones por micobacterias

La secuencia de los genomas completos de Mitb y M. bovis, bacterias patégenas
para el ser humano y animales domésticos pertenecientes al MTBC, fueron publicados
desde 2003. Actualmente, se sabe que el genoma de estas micobacterias contiene un alto
contenido de G+C (65.63%) que se refleja en un distintivo molecular codificante dentro
de los genes especificos para este género de bacterias. El genoma de M. bovis contiene
3,952 genes aparentemente codificantes y 42 elementos de secuencia de insercion (1S). El
genoma de M. bovis tiene més del 99.95% de identidad con el de Mib, pero su tamarfio se
ha reducido debido a las deleciones, a eventos unicos y unidireccionales (van Pinxteren et
al., 2000).

La cepa de M. bovis BCG que actualmente es usada como vacuna contra la
tuberculosis humana fue producida a partir de una cepa de M. bovis aislada de un bovino
infectado y esta se logr6 mediante pases de atenuacion realizados por Calmette y Guérin
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para producir la vacuna contra la TB. Mediante analisis molecular se corrobor6 la delecion
de la region cromosomal de diferencia 1 (RD1) en todas las cepas de BCG analizadas y se
identificaron polimorfismos genéticos de un nucleétido (SNPs) entre Mtb H37Rv y multiples
cepas de BCG. De esta manera, se explica que la pérdida de virulencia se debe a la pérdida
de RD1 asi como a la acumulaciéon de deleciones genéticas adicionales del tipo SNPs
(Mahairas et al., 1996). RD1 es una regién de 9,505 pb que contiene importantes genes
de virulencia, entre ellos destacan dos antigenos inmunoestimulantes de células T como el
antigeno de secrecion temprana de 6 kDa (ESAT6) y la proteina de 10 kDa del filtrado de
cultivo (CFP10). Se cree que la region RD1 es la principal region que se perdi6 durante los
230 pases seriados de M. bovis por Calmette y Guérin entre 1908 y 1921; posiblemente es
responsable de la principal atenuacién de M. bovis BCG. Los genes que codifican CFP10 y
ESAT6 se encuentran adyacentes en la regiéon RD1, estan orientados a la misma direccion
y forman parte de un mismo operdn (Esx1) por lo que son regulados coordinadamente y
expresados durante la fase infectiva de Mtby M. bovis.

1.3 Diagnéstico complementario diferencial de la tuberculosis

En los ultimos afios ha habido un significativo progreso en la identificacion de
algunas proteinas antigénicas del complejo M. tuberculosis, en un intento por identificar
aquellas que sean mas especificas que las del reactivo purificado de proteinas PPD. Se
ha avanzado considerablemente en la identificacion y utilizacion de los denominados
antigenos de diferenciacién DIVA (del inglés: differentiation of infected and vaccinated
individuals). Los antigenos de diagnéstico diferencial DIVA incluyen a CFP10 y ESAT6
que estan codificados por genes localizados en la region RD1 del genoma y que estan
ausentes en la cepa vacunal BCG, motivo por el cual estos dos antigenos en la actualidad
son extensamente considerados para el diagndéstico de los casos positivos de la infeccion
micobacteriana. Asi, estos antigenos han sido utilizados para diferenciar sujetos infectados
de los vacunados con muy buenos resultados. Los casos de TB humana debidos a M. bovis
son igualmente propensos a la misma gravedad que los casos debidos a Mtb, los cuales
son clinicamente indistinguibles a menos que se utilicen pruebas moleculares mediante
genotipado y analisis de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) en la identificacion a
nivel de especie después del aislamiento por cultivo del patdgeno (Rodwell et al., 2010).

Por otro lado, la prueba mas utilizada para el diagnostico de la TB es la prueba
cutanea de hipersensibilidad retardada al reactivo denominado PPD (Derivado Proteico
Purificado), también conocida como la prueba de la tuberculina (TST), es el principal método
utilizado para identificar la exposicién a Mtb. Los avances en el campo de la genémica y
las técnicas de inmunodeteccion han permitido el desarrollo de sistemas de diagnéstico
basados en la produccién de interferbn-gamma (IFN-y) por células T estimuladas con
ESAT6 y CFP10. Los ensayos de liberacion de IFN-y (IGRAs del inglés: IFN-y release
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assays) han surgido como una alternativa para la deteccién de TB. Actualmente existen
versiones comerciales como el QuantiFERON-TB Gold y el T-SPOT.TB, que consisten en
la cuantificacion del IFN-y producido por leucocitos de sangre total estimulados con los
antigenos PPD, ESAT6, CFP10 y TB7.7 en el kit QuantiFERON-IT de tercera generacion.
Estas pruebas de diagnostico tienen mayor especificidad, especialmente en poblacion
vacunada con BCG (Barrios-Payan et al., 2010).

1.4 Biologia sintética para la sobreexpresion de proteinas recombinantes

Las fabricas de células se han convertido en un actor establecido en la produccion
sostenible de productos bioldgicos probados con un valor de cientos de miles de millones de
USD/afio en los mercados mundiales (Davy et al., 2017). Un aspecto comin en el desarrollo
de tales fabricas de células es la busqueda continua de una mayor productividad a través
de métodos de ingenieria genética dirigidos o basados en la selecciéon. Se puede lograr
una alta actividad enzimatica mediante la optimizacion de la transcripcion, la traduccion,
las modificaciones postraduccionales y las condiciones del proceso (Liu et al., 2013). Una
estrategia comin es emplear promotores fuertes para sobre expresar genes de biosintesis
de productos. Los promotores altamente activos logran mayores tasas de produccion de
proteinas al aumentar los respectivos niveles de ARNm en la célula. Se pueden distinguir
dos enfoques centrados en la traduccidn que tienen como objetivo optimizar la traduccion
en lugar de la transcripcion. Con este fin, el primer enfoque intenta estabilizar el ARNm,
mientras que el segundo busca aumentar la eficiencia de traduccion.

El sistema de expresion de E. coli es una herramienta generalizada para obtener
proteinas heterélogas recombinantes, incluidas las de origen micobacteriano mediante
mejoras biotecnologicas (Kulshrestha et al., 2005, Restrepo-Pineda et al., 2019). Las
secuencias codificantes de genes de micobacterias tienden a contener un mayor contenido
de citosina y guanina que el genoma de E. coli con alrededor del 65% de G + C en
secuencias genomicas (Andersson y Sharp, 1996), ademas la sobreexpresion de antigenos
micobacterianos en E. coli puede conducir a la formacién de cuerpos de inclusion.

La ingenieria de la traduccion y expresidn de proteinas a escala en E. coli se
puede lograr mediante un disefio basado en tecnologia genética que puede alterar las
secuencias de genes tanto naturales como recombinantes mediante optimizacion del uso
de codones (Hatfield y Roth, 2007). Muchos algoritmos de optimizacion de codones se han
desarrollado con distintas tasas de éxito (Nieuwkoop et al., 2019). Mediante esta estrategia
biotecnoldgica se obtuvieron artificialmente los dos principales antigenos micobacterianos
ESAT6 y CFP10 como una sola proteina hibrida por un uso ajustado de codones de las
secuencias genéticas codificantes. La molécula recombinante resultante demostr6 una
fuerte conservacion antigénica para el diagnéstico de la TB, lo que confirma que las

moléculas hibridas disefiadas por optimizacion de codones puede ser una herramienta
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viable y rentable para la obtencion de biomarcadores de la infeccibn humana y animal.

2| METODOLOGIA

2.1 Obtencién de un gen sintético codificante de ESAT6:CFP10

El gen optimizado de la proteina de fusibn ESAT6:CFP10 se obtuvo mediante un
servicio externo de optimizacion de secuencias para expresion, generando un plasmido
pUC57 recombinante con un gen inserto a disefio para expresar las proteinas nativas
obtenidas de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (claves de acceso POA565 y POA567)
correspondientes a la cepa de M. bovis AF2122/97. El disefio incluy6é un enlazador repetido
de glicina-serina que afiadié una secuencia de quince residuos adicionales para un linker de
union de GS largo el extremo C-terminal de ESAT6 para unir los dos dominios de la proteina
fusionada (Tabla 1). A la secuencia sintética se le adicionaron los sitios de restriccion
reconocidos por las enzimas Ncol y Xhol en los extremos 5’y 3’, respectivamente, a fin de
usar los sitios de restriccion para subclonar la secuencia completa en el vector de expresion
bacteriano pET28a.

El plasmido pUC57-ESAT6:CFP10 se transform6 a la cepa electrocompetente de E.
coliTOP10 seleccionando la cepa transformante en placas de agar LB con ampicilina como
agente de seleccion. Una de las cepas transformantes se inocul6 en 4 mL de medio liquido
LB incubandose a 37°C en agitacion durante 20 h. Se obtuvo la pastilla celular del cultivo
centrifugando a 6,000 rpm durante 10 min. Posteriormente, el paquete celular obtenido
se procesO con un kit Plasmid Miniprep para extraccion de DNA plasmidico. EI DNA se
cuantificd con un espectrofotometro Nano Drop NT-1000 a una absorbancia de 260 nm.
Una alicuota de 10 pL de DNA plasmidico obtenido se someti6 a electroforesis en un gel
de agarosa al 1% con SYBR Safe y se visualiz6 con luz ultravioleta usando un analizador
de imagenes GelDoc XR usando el software Quantity One para confirmar la presencia del
plasmido. El plasmido recombinante se almacené a -20°C hasta su uso.

2.2 Subclonacién de la secuencia ESAT6:CFP10 en plasmido pET28a

Para la subclonacion del gen hibrido, se digirié una alicuota del plasmido pUC57
con las enzimas Ncol y Xhol y los fragmentos de digestion se obtuvieron a partir de un
gel de agarosa usando el kit Gen Elute gel extraction. Se realizé la ligacion del fragmento
de gen hibrido digerido con un fragmento linearizado del vector pET28a digerido con
las mismas enzimas de restriccion mediante una reaccion de ligacién con la enzima T4
DNA ligasa por incubacién a 16°C durante 18 h. La mezcla de ligacién con el plasmido
recombinante pET28-ESAT6:CFP10 se transformd de la misma forma anteriormente
descrita a células electrocompetentes de E. coli TOP10, y posteriormente se recuperaron
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los plasmidos a partir de cultivos que fueron seleccionados de placas con agar kanamicina
de la forma descrita. El plasmido pET28-ESAT6:CFP10 se obtuvo de una de las cepas de
E. coli TOP10 seleccionadas mediante un cultivo liquido y aislamiento de plasmidos de
la forma descrita con el kit de Miniprep y se procedi6 a introducirlos por transformacién
a un cultivo electrocompetente de la cepa E. coli BL21 mezclando con 1 pL del plasmido
recombinante. Finalmente, las células BL21 transformantes se obtuvieron en medio sélido
LB con kanamicina para seleccionar las transformantes.

Tabla 1. Gen optimizado para la expresion de ESAT6:CFP10 en E. coli.

2 CCATGGGC ACG GAA CAA CAG TGG AAC TTT GCG GGC ATC GAA GCG GCG GCA
M G T E Q Q W N F A G I E A A A
TCA GCG ATT CAG GGT AAC GTC ACG AGC ATT CAT AGC CTG CTG GAT GAA GGC
s A I Q ¢ N Vv T 8 I H S8 L L D E G
AAA CAG TCC CTG ACC AAA CTG GCC GCG GCA TGG GGC GGT AGC GGT TCT GAA
K Q 8 L T K L A A A W G G 8 G § E
GCC TAT CAG GGT GTC CAG CAA AAA TGG GAC GCC ACC GCA ACG GAA CTG AAC
A 'Y Q G V Q Q K W D A T A T E L N
AAT GCT CTG CAG AAC CTG GCA CGT ACC ATT TCT GAA GCG GGT CAA GCT ATG
N AL Q N LA R T I 8§ E A G Q A M
GCG AGT ACC GAA GGC AAT GTG ACG GGC ATG TTT GCC GGC GGT GGC GGT TCA
A S TE G N V T G M F A G G G G S
GGC GOT GGC GGT TCG GGC GOT GGC GGT AGC ATG GCA GAA ATG AAA ACC GAT
G G G G 8 G G G G 8 MA E M K T D
GCT GCG ACG CTG GCC CAG GAA GCA GGC AAC TTC GAA CGC ATT TCA GGT GAT
A AT L A Q E A G N F E R I S8 G D
CTG AAA ACC CAG ATC GAC CAA GTT GAA AGT ACC GCC GGT TCC CTG CAG GGT
LK T Q I DQ V E S T A G S L Q G
CAA TGG CGT GGC GCC GCA GGT ACC GCT GCC CAG GCG GCA GTG GTT CGT TTT
Q W R G A A G T A A Q A A V V R F
CAA GAA GCT GCG AAC AAA CAG AAA CAA GAA CTG GAC GAA ATT AGC ACG AAT
Q E A AN K Q K Q EL D E I 8§ T N
ATC CGT CAG GCG GGC GTC CAG TAT TCC CGT GCT GAT GAA GAA CAA CAA CAG
I R Q A G V Q Y S R A D E E Q Q Q
GCG CTG AGT AGC CAG ATG GGT TTC CTCGAG
AL S 8 Q M G F

2 Secuencia de codones optimizada a partir de los genes nativos de la base de datos de

b Cédigo de aminoacidos de una sola letra de la traduccion para la proteina de fusion
ESAT6:CFP10.

2.3 Produccion de la proteina ESAT6:CFP10 en E. coli

Se realiz6 la induccién de la produccion de la proteina ESAT6:CFP10 inoculando
5 mL de medio liquido LB, el que después de 18 h de cultivo a 37°C se agreg6 a 500
mL de medio liquido LB en un matraz Erlenmeyer de 1 L, incubandose posteriormente a
30°C/250 rpm hasta una DO a 600 nm de 0.5-0.8. En ese punto, se indujo la expresion
agregando al cultivo isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final
de 0.5 mM. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5,000 rpm/15 min/4°C después
de 4 h de la adicion del IPTG. Se usé el pellet celular y se descarté el medio de cultivo
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sobrenadante. Para la confirmacion de la presencia de la proteina recombinante de fusion
ESAT6:CFP10. El pellet celular se resuspendioé en 10% del volumen de cultivo con buffer
PBS con Triton X-100 al 0.1% y se lis6 mediante sonicacion. Se separaron las fracciones
solubles por centrifugacion a 5,000 rpm/20 min/4°C descartando el pellet y conservando el
sobrenadante rico en proteina intracelular.

La comprobacion de la producciéon de la proteina recombinante ESAT6:CFP10
se realizé a usando 20 pL de la fraccion soluble del lisado celular tratada con buffer de
Laemmli 2X y sometida a una electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12%
durante 1 h a 120 V. El gel se tifi6 por tincion de Coomassie para comprobar la presencia
de la banda de 23 kDa correspondiente a la molécula ESAT6:CFP10. De igual forma otro
gel se corrid y se le realizé una electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa con una
camara para transferencia para comprobar la identidad de la banda de 23 kDa mediante
un Western blot con un anticuerpo monoclonal de ratdén anti-His6x de acuerdo a una cola
de 6 histidinas presente en la proteina recombinante, y rebelando la membrana con un
anticuerpo secundario de chivo anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa.

2.4 Purificacion de la proteina ESAT6:CFP10 por cromatografia de afinidad

La purificacion se realizé mediante el método estandar por cromatografia de afinidad
a niquel en columnas Bio-Scale mini IMAC de 5X5 mL. La fraccion celular de la fase soluble
rica en proteina ESAT6:CFP10 se paso por la columna con la ayuda de una jeringa, se dejé
reposando la columna en hielo por 15 a 30 min, y después se procedioé a hacer el lavado
buffer de lavado A (imidazol 50 mM, NaCl 250 mM, NaH2P0O4 20 mM, pH=8.0) y después con
buffer de lavado B (imidazol 70 mM, NaCl 250 mM, NaH2PO4 20 mM, pH=8.0). Finalmente,
la proteina ESAT6:CFP10 se eluyd de la columna con buffer de elucion (imidazol 250 mM,
NaH2PO4 20 mM, pH=8.0) en fracciones de 5 mL. Las fracciones recolectadas en cada
paso se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% a fin de
detectar la proteina de interés en las fracciones de elucion.

Las fracciones de elucion elegidas por contener la proteina recombinante se
colocaron en un tubo de membrana para dialisis con un punto de corte de 11 kDa y se
dializaron contra buffer de dialisis (HEPES 15 mM, NaCl 10 mM, glicerol 1%, pH=7.5),
sumergiendo la membrana en 200 mL del buffer y dejando en agitacién regular a 4°C
por 4 h, haciendo 4 cambios y al final se recuperé la proteina y se colocd en viales de
criopreservacion para su congelacion a -70°C hasta su uso en las pruebas de antigenicidad.
La concentracion de proteina se cuantificé en una alicuota de cada fraccion de purificacion
dializada mediante el método de Bradford adaptado en microplaca de 96 pozos, haciendo
una curva de calibracidén de albumina sérica bovina (BSA).
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2.5 Evaluacion de la antigenicidad de la proteina ESAT6:CFP10

Para la determinacion de la capacidad inmunoestimulante de la proteina de fusion
mediante la induccion de la produccion de IFN-y por las células T-CD4+ en sangre
periférica fresca de bovinos procedentes de hatos ganaderos en los que se ha comprobado
la prevalencia de la infeccion mediante las pruebas de la tuberculina (TST) en campo de
hipersensibilidad retardada en pliegue caudal y cervical comparativa como lo establece
la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995 de la Campana Nacional Contra la
Tuberculosis Bovina (Mycobacterium bovis). Se obtuvieron 48 muestras de sangre bovina
de una zona detectada con una alta prevalencia de la infeccion y 60 muestras de una zona
de baja prevalencia en tubos con heparina de litio de 10 mL y se mantuvieron a temperatura
ambiente hasta su procesamiento en el laboratorio en un periodo maximo de 8 hr.

Cada muestra de sangre correspondiente a un animal, se distribuyd en 2 alicuotas
de 0.75 mL en una placa de 24 pozos y se agregaron las mezclas antigénicas siguientes
en cada pozo en el orden siguiente: PPDB (PPD de M. bovis), PPDA (PPD de M. avium) y
ESAT6:CFP10 (antigenos de virulencia de M. bovis). La antigenicidad se midi6 mediante la
medicion indirecta de la produccion de IFN-y de acuerdo al procedimiento del kit Bovigam™
(Prionics) para el diagnoéstico de la TB bovina en sangre, el cual contempla el uso de los
antigenos PPDB y PPDA (a la concentracion de 0.3 mg/mL). El antigeno ESAT6:CFP10 se
us6 individualmente a una concentracion de 2 pyg/mL de sangre. Después de la incubacion
para la estimulacion antigénica, el plasma se obtuvo por centrifugacion de las placas de
cultivo celular a 2,500 rpm durante 15 min. El plasma se almacené a -20°C hasta realizar
el ensayo de ELISA con el mismo kit de Bovigam™. La produccion del IFN-y se calculd
directamente mediante la lectura de la absorbancia de cada muestra estimulada mediante
un lector para placas de ELISA a 450 nm registrando los valores de absorbancia que fueron
utilizados para estimar y graficar los niveles de IFN-y producidos.

31 RESULTADOS
Se recibi6 en el plasmido pUC57 el gen hibrido esxA:esxB (ESAT6:CFP10) cuyo

marco de lectura se optimiz6 para ser expresado en E. coli. Primero se transformo6 a la cepa
de E.coliTOP10 para replicarlo y posteriormente se aislé para liberarlo del vector mediante
corte con las enzimas Xhol y Ncol. Después de la subclonacion mediante ligacion del gen
hibrido esxA:esxB en pET28a y posterior transformacion a E. coli TOP10, se confirmé la
insercion del fragmento codificante del gen hibrido en el vector de expresion mediante corte
enzimatico con Ncol y Xhol.

Posterior a la comprobacion de la construccion en el plasmido recombinante
pET28-ESAT6:CFP10, este fue transformado a la cepa de E. coli BL21 para su expresion,
habiendo obtenido clonas bacterianas de esta cepa en medio de cultivo con kanamicina.
Se realiz6 la comprobacién de la presencia del plasmido recombinante en una de las clonas
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bacterianas seleccionadas mediante aislamiento de plasmidos y una restriccién enzimatica
con las enzimas usadas para su insercidbn demostrando tener la cepa el plasmido con el
gen hibrido integrado (Figura 1). Posteriormente, se procederia a realizar la induccién de la
expresion de la proteina de fusion ESAT6:CFP10 en la cepa E. coli BL21.

La expresion de la proteina result6 de forma éptima demostrando que la construccion
del gen hibrido que se disefi6 de acuerdo al uso de codones preferencial para E. colipermitio
una sintesis de proteina celular mayor a pesar de tratarse de una proteina heteréloga (de
origen micobacteriano). Cabe destacar que la proteina se obtuvo en la fraccion soluble
del cultivo inducido a pesar de la gran cantidad de proteina producida, y no en cuerpos de
inclusion los cuales son muy comunes en sistemas de expresion de proteinas heterdlogas
en bacterias. Ademas, se comprobé si la proteina de fusion sintetizada y observada en el
cultivo inducido correspondia a la proteina recombinante mediante Western blot utilizando
un anticuerpo monoclonal contra la etiqueta de His6x de la proteina (Figura 2). Se observo
que la proteina total obtenida del cultivo inducido muestra un reconocimiento especifico por
el anticuerpo anti-His6x a la misma altura (23 kDa) de la banda mayoritaria de la proteina
detectada por tincion de Coomassie presente en el cultivo inducido, comprobando asi
que la proteina observada en efecto corresponde a la proteina de fusion ESAT6:CFP10
codificada por el plasmido recombinante pET28a.

Después de la induccion en 500 mL de cultivo se obtuvo una fraccién soluble
abundante del lisado celular con una proteina recombinante de ESAT6:CFP10 mayoritaria.
La proteina producida en este cultivo se purifico mediante cromatografia de afinidad a
etiquetas de His6x utilizando la fraccidon soluble obtenida. Después de limpiar la fraccion de
elucion con la proteina enriquecida por equilibrio mediante diélisis en HEPES y tratamiento
con Triton X-114 para eliminar las endotoxinas, la proteina permanecié como una suspension
soluble con una pureza estimada en alrededor del 95%. Segun la concentracion calculada
de ESAT6:CFP10, el rendimiento de la proteina recombinante, solo en la fraccion soluble,
se estimd en 67 mg/L de cultivo bacteriano, almacenandose a -70°C hasta su uso para la
induccion de respuestas de induccion de la respuesta inmune celular en sangre de bovino.

La evaluacion de la antigenicidad de la proteina hibrida ESAT6:CFP10 de M. bovis se
evaluo utilizando sangre de bovino con infeccién bacteriana confirmada por la prueba de la
tuberculina TST. La antigenicidad se midi6 directamente por la produccién de la interleucina
IFN-y, la cual es indicadora de una respuesta inmune activa y de memoria de tipo celular
contra los antigenos de M. bovis si hubo contacto previo con este agente infeccioso, por lo
que la magnitud de la densidad éptica obtenida por la prueba de ELISA Bovigam™ para el
diagnostico de la TB bovina es directamente proporcional a la identificacion de un contacto
previo con el agente infeccioso de la TB bovina y por ende a la positividad de la prueba. De
48 muestras de sangre de una zona de alta prevalencia, 47 desarrollaron una DO mostraron
una magnitud de produccién de IFN-y muy alta (>0.5) al ser tratadas sélo con la proteina
de fusion ESAT6:CFP10 pura, casi comparada con aquella provocada por la mezcla de
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antigenos micobacterianos PPDB del propio kit de diagnoéstico, lo cual demuestra que esta
proteina de fusion conserva la antigenicidad de los dos antigenos que ya ha sido reportada
y méas que

Fig. 1. Comprobacion de la clonacion de esxA:esxB. El fragmento de ADN hibrido esxA:esxB de 641
pb se confirm6 mediante una restriccion enzimatica con Ncol y Xhol a partir de pET28a-ESAT6:CFP10
recombinante obtenido de una sola clona positiva de E. coli TOP 10 (tomada de Gutiérrez-Ortega et al.,

2021).
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Fig. 2. Comprobacion de la expresion inducible de ESAT6:CFP10 por SDS-PAGE y Western blot en un
lisado de cultivo de E. coli BL21. Se analizaron fracciones tanto solubles del sobrenadante (SN) como
insolubles de la pastilla celular (P) y se compararon con un control negativo (NC) sin induccion con
IPTG. (a) Proteina total vista por tincion de Coomassie; (b) proteina total analizada por Western blot en
membrana de nitrocelulosa con un anticuerpo monoclonal anti-Hiséx (tomada de Gutiérrez-Ortega et
al., 2021).

demostrada en diversos estudios para validar estos dos antigenos para el diagnéstico
de la TB bovina y humana. En 16 muestras no se despert6 la misma respuesta a pesar
de que la intensidad de produccion de IFN-y fue muy evidente debida al estimulo por el
reactivo PPDB; sin embargo, la media de la DO obtenida por el estimulo con la proteina
de fusion pura fue de 1.4 (Figura 3A), lo cual demuestra que esta proteina por si sola logra
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mantener una buena sensibilidad para detectar una buena proporcién de animales con una
infeccion por M. bovis, lo que nos indica que podria incluirse aditivamente la proteina de
ESAT6:CFP10 al reactivo PPDB para lograr un aumento considerable de la sensibilidad
de la prueba de diagnoéstico in vitro de la TB bovina tal y como ya se hace en los kits de
segunda generacion para el diagnéstico de la TB en humanos y bovinos usando péptidos
derivados de estos dos antigenos.

Por otro lado, de 60 muestras de sangre bovina analizadas provenientes de una
zona de baja prevalencia, solo 2 muestras (3%) mostraron una alta produccién de IFN-y
provocada por el antigeno de fusion ESAT6:CFP10 (Figura 3B). Siete muestras tuvieron una
alta intensidad de produccion de IFN-y provocada por PPDB y alrededor de 12 muestras
por PPDA, lo cual sugiere que en este hato puede haber un predominio de infecciones por
micobacterias ambientales como M. avium y muy probablemente la mayoria de los casos
observados como altos productores de IFN-y por PPDB en realidad se deban a un resultado
atribuible a una respuesta de reaccion cruzada por la semejanza de los antigenos PPDA
y PPDB. Sin embargo, s6lo 2 animales mostraron una fuerte produccion de IFN-y por uso
de ESAT6:CFP10 lo que podria indicar la alta probabilidad de detectar animales realmente
infectados por M. bovis por los antigenos ESAT6:CFP10 demostrando su especificidad aun

en zonas de baja prevalencia.
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Fig. 3. Medicion de la estimulacion de IFN-y en cultivos de sangre de bovino. Se obtuvieron
muestras de sangre de ganado de la vena caudal y se estimularon durante 18 h con PPDB, PPDA
0 ESAT6:CFP10 recombinante de forma independiente. Se midié la produccién de IFN-y bovino
por su absorbancia mediante la prueba de ELISA. (A) Muestras de animales de rebafios con una
alta prevalencia de infeccion (>20%), y (B) con una baja prevalencia de infeccion (<2%) (tomada de
Gutiérrez-Ortega et al., 2021).

41 DISCUSION

Laingenieria de traduccion y la bioinformética han permitido acelerar la velocidad a la
que se pueden generar nuevas moléculas con fines diagnosticos usando proteinas hibridas
multi-epitopo. Entre las proteinas antigénicas mas reconocidas para mejorar el diagnostico
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de la TB destacan las proteinas ESAT6 y CFP10, sin embargo, su produccién usando
cultivos de micobacterias es de alto riesgo, lento y ademas con muy bajos rendimientos
debido a que soblo se producen durante la etapa infecciosa de M. tuberculosis.

Mediante las nuevas técnicas genOmicas y biotecnolégicas innovadoras se ha
logrado un significativo progreso en el disefio y desarrollo mas eficiente de nuevos antigenos
contra la TB debido al conocimiento del genoma completo de Mtb. Estas herramientas han
demostrado el potencial para identificar nuevos biomarcadores de la infeccion tuberculosa,
acelerando la seleccion de las mejores mezclas antigénicas con el mayor potencial para
la caracterizacion de la respuesta inmune asociada a la infeccion del huésped con fines
diagnosticos e inmunizantes (Coppola y Ottenhoff, 2018). Algunos de los nuevos reactivos
biolégicos contemplan proteinas individuales o mezclas de ellas, complejos de proteinas
multi-epitopo o fragmentos de proteinas como péptidos antigénicos, los cuales se han
analizado mediante las pruebas de diagnéstico de rutina como la prueba intradérmica TST
y la prueba complementaria basada en ELISA para la medicién del IFN-y para tratar de
aumentar su sensibilidad de la prueba de la TB. En este sentido, se ha llegado a prestar
una especial atencion en las proteinas ESAT6, CFP10, EspC, MPB70 y MPB83 tanto en
pruebas serologicas para detectar anticuerpos especificos o0 en ensayos de induccion de la
respuesta inmune de tipo celular como la prueba ELISA del IFN-y.

El sistema de expresion de E. coli es una herramienta muy utilizada para obtener
proteinas heter6logas recombinantes seleccionadas y modificadas para fines de diagnéstico,
incluidas las de origen micobacteriano. Las proteinas ESAT6 y CFP10 recombinantes
tienden a agregarse debido a su naturaleza hidrofébica por su alto contenido de estructuras
secundarias de alfa hélice, por lo que se ha tratado de optimizar su produccién en E.
coli mediante nuevas plataformas de sintesis artificial. Algunas estrategias biotecnolbgicas
para mejorar la expresion genética en E. coli incluyen inserciones de promotores con
tediosos pasos de clonacion. La ingenieria de traduccién y la sobreexpresion de proteinas
a escala en E. coli se pueden lograr mediante el disefio basado en tecnologia genética que
puede alterar las secuencias de genes recombinantes mediante la optimizacion del uso de
codones.

En este trabajo, logramos obtener un método molecular de obtencién artificial de
los dos principales antigenos micobacterianos ESAT6 y CFP10 mediante una sola proteina
hibrida usando un algoritmo de optimizacion de codones de la secuencia genética. Se
obtuvo una proteina con buenos rendimientos conservando sus propiedades antigénicas y
de diagnéstico favoreciendo su solubilidad, lo que confirma que la generacién de secuencias
genéticas sintéticas con la optimizacion de codones, puede ser una herramienta viable
y rentable para la obtencion de biomarcadores de procesos infecciosos. Los resultados
obtenidos confirman que la molécula hibrida ESAT6:CFP10 tiene un fuerte potencial
como reactivo biolégico de diagnostico de la TB como lo han propuesto otros grupos de

investigacion usando las proteinas nativas de forma individual (van Pinxteren et al., 2000).
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Ademas, demostramos en el modelo natural de la infecciébn tuberculosa en animales
que la molécula sintética de ESAT6:CFP10 es en estructura y funcién compatible con el
reconocimiento de la respuesta inmune adaptativa de los individuos con una infeccion
activa, como se ha observado en otros estudios en modelos de laboratorio usando
moléculas sintéticas a disefio para el rastreo de la TB (Tsolaki et al., 2013), y donde se
utilizd a Mycobacterium smegmatis como biofadbrica con menores rendimientos de la
proteina (5 mg/L), muy inferiores a los logrados utilizando la plataforma optimizada en E.
coli. Otro sistema de expresidn recombinante mas sofisticado para los antigenos de fusion
del complejo M. tuberculosis se reporté usando hojas de Nicotiana (Saba et al., 2019),
sin embargo, el sistema de transformacion y manipulacién de células vegetales coloca en
mucha desventaja estratégica este sistema de produccién masiva de biolégicos de interés
biotecnoldgico. Por lo tanto, utilizando la plataforma de optimizacion de codones para
cambiar los parametros que son fundamentales para mejorar la eficiencia de la expresion,
traduccion y produccién de ESAT6:CFP10 en E. coli, junto con los bajos costos del método
de purificacion utilizado en este sistema bacteriano, los rendimientos obtenidos a un costo
muy bajo lo hace una eleccién muy atractiva para aumentar la produccién de esta y otras
moléculas antigénicas hibridas con fines inmunologicos, lo que representa una opcion
muy rentable para desarrollar biol6gicos de proxima generacién. Los antigenos de fusion
también se han utilizado para generar anticuerpos policlonales multivalentes para detectar
a los sospechosos con una infeccién mediante pruebas seroldgicas (Dai et al., 2017).

CONCLUSION

La proteina de fusion ESAT6:CFP10 lograda a disefio molecular después de un
ajuste para optimizar el uso de codones se obtuvo de forma muy eficiente como un antigeno
soluble para ser evaluado como una molécula inmunoestimulante en cultivos de sangre
completa de individuos infectados. Los resultados indicaron que la proteina de fusion es
una molécula inmunocompetente que podria complementar y potenciar el diagnéstico
de las infecciones por el grupo de bacterias del complejo Mtb incluyendo los patdgenos
humanos y bovinos dada la gran similitud de las respuestas inmunes contra la infeccion
tuberculosa en ambos huéspedes. Ademas, la proteina de fusibn ESAT6:CFP10 podria
ser muy Util para complementar protocolos de inmunizacion molecular en esquemas de
vacunacion de nueva generacion, muy probablemente como una molécula subunitaria de
refuerzo, abriendo toda una linea de investigacion aplicada en el campo biofarmacéutico.
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RESUMEN: La caries dental (CIE-10
K02 Caries dental) es una enfermedad
infecciosa oral multifactorial que provoca la
destruccion de los 6rganos dentarios, la cual
puede ser detenida en sus primeras etapas.
Se han definido multiples factores de riesgo
en el proceso de aparicion y desarrollo
de caries, como el alto consumo en la
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dieta de hidratos de carbono, capacidad
de amortiguamiento de la saliva, falta de
higiene bucal e incluso se ha relacionado
con factores genéticos y la presencia de
ciertas patologias cronicas como el asma
y obesidad entre otras. En el dltimo reporte
del afio 2022 de la organizaciébn mundial
de la salud (OMS) calculan que casi la
mitad de la poblacibn mundial (45% o
3,5 mil millones de personas) padece de
enfermedades bucodentales, los casos
mundiales de enfermedades bucodentales
han aumentado unos mil millones durante
los ultimos 30 afios. En afios recientes
se ha reportado diversos genes que
posiblemente estén relacionados con la
caries dental, sin embargo, estos reportes
se han dado de manera aislada y no se ha
realizado un andlisis gendmico que muestre
una correlacion significativa, por ello nos
propusimos realizar una investigacion con
un enfoque genomico para identificar un
conjunto de genes potenciales relacionados,
tanto de factores predisponentes, como de
factores protectores. Se realizé un anélisis
in silico mediante algoritmos bioinformaticos
basado en mineria de datos automatizada
en la base de datos del Centro Nacional
de Informacion sobre Biotecnologia (http://
www.ncbi.nim.nih.gov) de genes candidatos
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implicados en el desarrollo caries dental, aquellos que codifican para proteinas que participan
en la formacion del esmalte dental, factores de proteccion presentes en la saliva y genes
implicados en la respuesta inmune del huésped, asi como el nimero de mutaciones de
sentido equivocado SNP (Polimorfismo de Nucledtido Simple), se validaron mediante FunRich
(http://funrich.org/) demostrando que existe una alta correlacién con el fenotipo clinico de
caries dental. Se identificaron 16 genes candidatos a ser marcadores de riesgo de caries. Las
mutaciones pueden ser de relevancia ya que la proteina traducida de estas variantes pudiera
tener cambios en su conformacion, actividad y/o funcionalidad. Los cambios genéticos que se
puedan encontrar en estos genes también pueden sugerir posibles interacciones dinamicas
entre multiples proteinas que nos arrojarian la variabilidad fenotipica en la historia natural de
la caries dental.

PALABRAS CLAVES: Caries dental, marcadores gendmicos y protedmicos, susceptibilidad,
mutaciones, algoritmos bioinformaticos.

AREAS TEMATICAS: Caries dental, marcadores genomicos y protedmicos, algoritmos
bioinformaticos.

ABSTRACT: Dental caries (ICD-10 K02 Dental caries) is a multifactorial oral infectious
disease that causes the destruction of the dental organs, which can be stopped in its early
stages. Multiple risk factors have been defined in the process of appearance and development
of caries, such as high consumption of carbohydrates in the diet, buffering capacity of saliva,
lack of oral hygiene, and it has even been related to genetic factors and the presence of
certain chronic diseases such as asthma and obesity among others. In the last report of the
year 2022 of the World Health Organization (WHO) they calculate that almost half of the
world population (45% or 3.5 billion people) suffers from oral diseases, global cases of oral
diseases have increased by about a billion over the last 30 years. In recent years, various
genes have been reported that are possibly related to dental caries, however, these reports
have been given in an isolated manner and a genomic analysis has not been carried out that
shows a significant correlation, for this reason we set out to carry out an investigation with a
genomic approach to identify a set of potential related genes, both predisposing factors and
protective factors. An in silico analysis was performed using bioinformatic algorithms based
on automated data mining on the National Center for Biotechnology Information (http://www.
ncbi.nim.nih.gov) database of candidate genes involved in caries development dental, those
that code for proteins that participate in the formation of tooth enamel, protection factors
present in saliva and genes involved in the host’s immune response, as well as the number
of SNP (Simple Nucleotide Polymorphism) missense mutations, were validated by FunRich
(http://funrich.org/) demonstrating that there is a high correlation with the clinical phenotype
of dental caries. 16 candidate genes to be caries risk markers were identified. The mutations
may be relevant since the protein translated from these variants could have changes in its
conformation, activity and/or functionality. The genetic changes that can be found in these
genes can also suggest possible dynamic interactions between multiple proteins that would
give us the phenotypic variability in the natural history of dental caries.

KEY WORDS: Dental caries, genomic and proteomic markers, susceptibility, mutations,
bioinformatic algorithms.

THEMATIC AREAS: Dental caries, genomic and proteomic markers, bioinformatics algorithms.
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INTRODUCCION

La caries dental (CIE-10 KO2 Caries dental) [1] es una enfermedad infecciosa
oral multifactorial que provoca la destruccion de los 6rganos dentarios, la cual puede ser
detenida en sus primeras etapas [2,3]. Se han definido multiples factores de riesgo en el
proceso de aparicion y desarrollo de caries, como el alto consumo en la dieta de hidratos
de carbono, capacidad de amortiguamiento de la saliva, falta de higiene bucal e incluso
se ha relacionado con factores genéticos y la presencia de ciertas patologias cronicas
como el asma y obesidad, ademas de las condiciones socio-econémicas mas bajas, es
ampliamente aceptado que la ocurrencia de caries depende de factores ambientales y del
hospedero [3,4,5,6,7,8]. En el Gltimo reporte del afio 2022 de la organizaciébn mundial de
la salud (OMS) calculan que casi la mitad de la poblacion mundial (45% o 3,5 mil millones
de personas) padece enfermedades bucodentales, los casos mundiales de enfermedades
bucodentales han aumentado unos mil millones durante los Ultimos 30 afios, mientras que
en el afo 2007 aproximadamente 2430 millones de personas tenian caries dental en los
dientes permanentes, representando el 36% de la poblacion mundial, con respecto a los
dientes de leche se calcula que afecta a unos 620 millones de personas (9% de la poblacion
mundial) [9, 10]. En afios recientes se ha reportado diversos genes que posiblemente estén
relacionados con la caries dental, sin embargo, se han dado de manera aislada [11, 12,
13,14] y se requiere un analisis gendmico integral. Por ello, el realizarlo permitira identificar
genes potenciales relacionados, tanto de factores predisponentes, como de factores
protectores.

OBJETIVOS

Los objetivos de esta investigacion fue el analisis gendmico de un conjunto de genes
y su correlacion significativa, asi como, posibles candidatos a ser marcadores genémicos
y protedbmicos que predisponen a la susceptibilidad de padecer la enfermedad de caries
dental.

METODOLOGIA

Se realiz6 un andlisis in silico mediante algoritmos bioinformatico basado en
mineria de datos automatizada en la base de datos del Centro Nacional de Informacién
sobre Biotecnologia (http://www.ncbi.nim.nih.gov) de genes candidatos implicados en
el desarrollo caries dental, aquellos que codifican para proteinas que participan en
la formacion del esmalte dental, factores de proteccion presentes en la saliva y genes
implicados en la respuesta inmune del huésped, asi como el nimero de mutaciones de
sentido equivocado SNP (Polimorfismo de Nucledtido Simple), a continuacion con los genes

y proteinas identificadas se construy6 un interactoma con la herramienta de busqueda para
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la recuperacion de interacciones de genes/proteinas STRING 10 (http://string-db.org/),
se consideraron imagenes de proteinas cristalizadas (http://www.rcsb.org/pdb), asi como
imagenes de los modelos de proteinas (http://swissmodel.expasy.org/). La puntuacion
de confianza que se utilizo fue la mas alta de -95% que corresponde a la probabilidad
aproximada de que existe una relacion predicha entre dos proteinas en el mismo mapa
metabdlico en la base de datos KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas Kioto http://
www.genome.jp/kegg/), ademas se validaron con los procesos biolégicos contenidos en
KEGG y GO (Ontologia de genes http://geneontology.org/).

RESULTADOS

Se identificaron 16 genes candidatos a ser marcadores de riesgo de caries, entre los
que se encuentran genes que se expresan en el desarrollo dentario y genes de proteccion
contra las infecciones. Esta informacién se sistematizo en la Tabla 1 que incluyen el
nuamero de mutaciones de sentido equivocado que se han reportado hasta ahora. En los
interactomas construidos para genes, resaltan los genes del enriquecimiento por proceso
biol6gico mediante GO de odontogénesis, resultando 6 candidatos altamente relacionados
se muestran en rojo en la Figura 1. En los interactomas construidos para proteinas, se
corroboro algunas proteinas reportadas por otros investigadores de manera experimental
como RPS6KA2 y PTK2B, asi como el proponer 10 proteinas no reportadas anteriormente,
como son: BCAR1, PXN, SRC, MASP1, MASP2, FYN, CREB1, PTPN11, MAPK1, y TGFB
Ill, las cuales en su mayoria participan en vias de sefalizacién, los cuales se muestran en

la Figura 2.
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Nombre oficial
del gen

Simbolo
oficial
del gen

ID del
gen

Localizacion
cromoso-
mica

No., de
mutacio-
nes SNP

Funcién bioldgica.

Ameloblastin
(enamel matrix
protein)

AMBN

258

4q13.3

39

Proteina importante para la formacién
de la matriz del esmalte y su
mineralizacion. Mutaciones en este
gen estan asociadas a amelogénesis
imperfecta.

Amelogenin,
X - linked

AMELX

265

4q13.3

Amelogeninas involucradas en
biomineralizacion durante el desarrollo
del esmalte dental. Mutaciones en
este gen pueden causar amelogénesis
imperfecta ligada al X.

Homo sapiens
B-cell CLL/
lymphoma 11B

BCL11B

64919

4q32.2

15

Factor de transcripcion necesario para
la proliferacion del epitelio labial que
da origen a los ameloblastos a su vez
suprime el desarrollo de ameloblastos
en la cara lingual de los incisivos.

SLC2A2 solute
carrier family 2
, member 2

SLC2A2

6514

3026.1-026.2

31

Transportador de glucosa integrado a la
membrana plasmatica, media y facilita el
transporte bidireccional de glucosa. Por
su baja afinidad, se ha sugerido como
sensor de glucosa.

Kallikrein-
related
peptidase 4

KLK4
(EMSP1)

9622

19q13.41

20

Su expresion es similar a la proteina
murina, participa en el desarrollo de
los dientes degradando proteinas del
esmalte dental.

Enamelin

ENAM

10117

4q13.3

86

El esmalte dental es la sustancia

mas dura encontrada en vertebrados.
Enamelina es la proteina méas grande en
la matriz del esmalte. Esté involucrada
en la mineralizacion y organizacion
estructural del esmalte. Mutaciones

en este gen producen amelogénesis
imperfecta tipo 1C.

Defensin beta 1

DEFB1

1672

8p23.1

26

Péptido antimicrobiano secretado por
neutréfilos e implicado en la resistencia
de superficies a la colonizacion
microbiana. Este gen esta implicado en
la patogénesis de la fibrosis quistica.

Statherin

STATH

6769

4913.3

La estaterina en saliva humana inhibe
tanto la precipitacion de fosfato de
calcio primaria y secundaria, uniéndose
a la hidroxiapatita, asociado con una
variedad de bacterias orales. Esta
funcion es crucial en el mantenimiento
de la integridad del esmalte.

Matrix metallo-
peptidase 13

MMP13

4322

1122.3

42

Proteina de la familia de las
metaloproteinasas. Implicadas en la
degradacion de matriz extracelular en
procesos normales.
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Matrix metallo-
peptidase 20

MMP20

9313

1122.3

51

Proteina de la familia de las
metaloproteinasas. Implicadas en la
degradacion de matriz extracelular

en procesos normales. Esta proteina
degrada amelogenina, el mayor
componente de la matriz del esmalte
dental. Mutaciones en este gen
resultan en la terminacion prematura
de la traduccion del este gen, y ha sido
asociado a amelogénesis imperfecta.

Mannose-
binding lectin
(protein C) 2,

soluble

MBL2

4153

10g11.2

34

Gen que codifica para una lectina de
uniébn a manosa encontrada en suero.
Es un elemento importante del sistema
de inmunidad innata. Esta proteina
reconoce manosa y N-acetilglucosamina
de muchos microorganismos,

siendo capaz de activar la via del
complemento. Deficiencias en este gen
han sido asociadas a susceptibilidad

a enfermedades autoinmunes e
infecciosas.

Taste receptor,
type 1, member
2

TAS1R2

80834

1p36.13

87

El receptor de sabor dulce es miembro
de la familia de receptores acoplados
a proteinas G que detectan moléculas
dulces.

Tuftelin 1

TUFTA

7286

1921

32

Proteina que juaga un papel importante
en el desarrollo y mineralizacion del
esmalte dental.

Dermcidin

DCD

117159

12q13.1

12

Proteina esta constitutivamente
expresada en sudor y posee actividad
antibacteriana y antimicética.

Cystatin S

CST4

1472

20q11.21

24

Gen que codifica para un inhibidor
cisteina-peptidasa tipo 2 en saliva. Se
ha observado actividad antibacteriana y
antiviral, consistentes con una funcion
protectora.

Collagen, type
VII, alpha 1

COL7A1

1294

3921.1

294

Funciona como fibra de anclaje en la
membrana basal de epitelio escamoso
estratificado. Mutaciones en este gen
se asocian a todas las formas de
epidermodlisis bullosa. Se sugiere que
colageno 7 regula la diferenciaciéon

de ameloblastos y es esencial para la
formacion de procesos de Tomes en los
dientes.

Tabla 1. Genes candidatos a ser marcadores de riesgo asociado al desarrollo de caries dental.
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Figura 1. Interactoma de genes candidatos a ser considerados como Biomarcadores.
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Figura 2. Interactoma de proteinas candidatas a ser consideradas como Biomarcadores.
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CONCLUSIONES

Estos andlisis bioinforméticos de las mutaciones presentes en genes, son de
relevancia ya que la proteina traducida de estas variantes pudiera tener cambios en su
conformacioén, actividad y/o funcionalidad. Los cambios genéticos que se puedan encontrar
en estos genes también pueden sugerir posibles interacciones dinamicas entre multiples
proteinas que nos arrojarian la variabilidad fenotipica en la historia natural de la caries dental.
La secuenciacion masiva de genomas completos, ademas de la cantidad y generacion de
informacion cientifica obliga al investigador a integrar y analizar desde una perspectiva
global integradora de sistemas la informacion que se genera de manera reducida por la
necesidad de controlar las variables al aplicar el método cientifico, es por ello que métodos
de investigacion como la bioinformatica permiten descubrir lo que se encuentra escondido
en este universo de informacion contenida en bases de datos. Se proponen 6 genes 'y 10
proteinas como posibles biomarcadores para detectar anticipadamente la predisposicion a
sufrir la enfermedad de caries dental.
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RESUMEN: EI osteosarcoma (OS) es
un tumor maligno de hueso, constituye
el 75% en pacientes jovenes, afecta
principalmente huesos de las extremidades
inferiores. No existe ningin método eficaz
para prevenir este tipo de cancer y puede
inducir la amputacion. El beta-sitosterol
(BS) es un compuesto vegetal. Estudios
han demostrado propiedades biomédicas
inmunomoduladoras, antimutagénicas,

Principales temas de investigacién en Ciencias Biolégicas

Capitulo 3

26



antiinflamatorias y antioxidantes. El benzopireno (BZP) es un hidrocarburo, capaz de inducir
OS. Considerando estos antecedentes, se planted este proyecto de investigacion. Por lo
que el objetivo fue determinar en un modelo de carcinogénesis 6sea en ratas, la actividad
quimioterapéutica de beta-sitosterol en el desarrollo del osteosarcoma. Se indujeron lesiones
neoplasicas mediante la administracion perifemoral de BZP. De la 7% a la 9% semana se
administré por via oral BS. Se registro el peso de las ratas, se tomaron muestras sanguineas
para realizar estudios de genotoxicidad; se realizaron pruebas bioquimicas mediante para
determinar velocidad de sedimentacion (VSG), fosfatasa alcalina (FA) y deshidrogenasa
lactica (DHL). Al cumplir la novena semana, se realizd eutanasia, se extrajeron los fémures,
tibias, higado y pulmones para su estudio histopatolégico.

PALABRAS CLAVE: Osteosarcoma, Benzopireno, beta-sitosterol, quimioterapéutico, Murine
model.

ABSTRACT: Osteosarcoma (OS) is a malignant bone tumor, constitutes 75% in young patients,
mainly affects bones of the lower extremities. There is no effective method to prevent this type
of cancer, and it can lead to amputation. Beta-sitosterol (BS) is a plant compound. Studies
have shown immunomodulatory, antimutagenic, anti-inflammatory, and antioxidant biomedical
properties of this compound. Benzopyrene (BZP) is a hydrocarbon, capable of inducing OS.
Considering this background, this research project was raised. Therefore, the objective was
to determine, in a model of bone carcinogenesis in rats, the chemotherapeutic activity of beta-
sitosterol in the development of osteosarcoma. Neoplastic lesions were induced by perifemoral
administration of BZP. From the 7th to the 9th week BS was administered orally. The weight of
the rats was recorded, blood samples were taken for genotoxicity studies; biochemical tests
were performed to determine sedimentation rate (ESR), alkaline phosphatase (FA) and lactic
dehydrogenase (DHL). At the ninth week, euthanasia was performed, femurs, tibiae, liver and
lungs were removed for histopathological study. Preliminary results show a chemoprotective
activity of betasitsoterol in the animals studied. The activity in Sprague Dawley rats being
more evident compared to the results in Wistar rats.

KEYWORDS: Osteosarcoma, Benzopyrene, beta-sitosterol, chemotherapeutic, Murine
model.

INTRODUCCION

El osteosarcoma es una neoplasia maligna primaria, derivada del mesénquima 6seo
y tipicamente forma tejido osteoide o hueso inmaduro. Suele ocurrir durante la adolescencia,
durante la etapa de crecimiento. Es el tumor primario de hueso s6lido mas comun [1] y
constituye aproximadamente el 20 % de los sarcomas 6seos primarios (American Cancer
Society, 2018). Cada ano se diagnostican entre 400 y 1000 casos nuevos en Estados
Unidos [2,3], lo que supone una incidencia de 8/1.000.000 en la poblacién general. Se
considera una enfermedad juvenil ya que 7,5 de cada 10 casos aparecen en pacientes
menores de 25 afos [4]. La mayoria de los casos en pacientes mayores son sarcomas
secundarios, es decir, sarcomas que surgen como complicacion de enfermedades 6seas

preexistentes (enfermedad de Paget, osteomielitis cronica, infartos 6seos cronicos) o
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en tejidos previamente irradiados. Es uno de los pocos tumores que comienzan en los
huesos y hacen metastasis a otras partes del cuerpo [5]. El osteosarcoma es considerado
un complejo de resistencia a los tratamientos convencionales. Actualmente no existe un
método eficaz para prevenir este tipo de cancer. El tratamiento del osteosarcoma incluye
quimioterapia, seguida de cirugia (amputacion o cirugia de rescate) y quimioterapia
posquirurgica. A pesar de los avances significativos en el tratamiento del osteosarcoma,
el pronostico de los pacientes con metastasis sigue siendo malo, con una supervivencia
general del 55 % después de la cirugia y la quimioterapia intensiva [6,7].

MODELOS ANIMALES

Los modelos animales utilizados en la investigacion del tejido 6seo son tan diversos
como los materiales y las estrategias de reparacion. Generalmente, y como en otras areas
de la ciencia, los estudios en animales se inician en modelos como el ratén o la rata,
seguidos de conejos, cerdos y ovejas. La mayoria de los estudios se centran en animales
medianos y grandes, debido a que la cirugia es compleja y requiere de un area grande para
ser realizada y los resultados obtenidos en estos casos son mas facilmente extrapolables
a un posible uso clinico. En cuanto a los modelos de lesién del tejido musculoesquelético,
se utilizan tanto modelos de lesion critica (lesiones que no se reparan espontaneamente)
como modelos no criticos (lesiones que curan espontaneamente) [8]. La localizacién
anatomica de estos defectos depende del objetivo del estudio. En este sentido, las mas
comunes son las lesiones y osteotomias en huesos largos (fémur, tibia, humero y radio),
craneo, lesiones lumbares y lesiones en la region maxilofacial. Existe cierta controversia al
comparar los resultados obtenidos en diferentes modelos animales. Esto se debe a que, en
algunos casos, los compuestos que parecen funcionar en animales pequefios no funcionan
en animales mas grandes. Por ello, se considera de gran importancia la correcta elecciéon

del material de estudio, el tipo de lesién a realizar y el modelo animal elegido [9].

MODELOS DE INDUCCION DE CANCER MURINO

Desde principios del siglo pasado hasta la actualidad, los modelos murinos han
contribuido al conocimiento de la patogenia de muchas enfermedades y al desarrollo de
nuevas terapias. La tendencia actual de la investigacién biomédica sugiere que, en un
futuro proximo, la disponibilidad de modelos murinos mejorara enormemente gracias al
gran numero de técnicas de manipulacion genética y proyectos de mutagénesis quimica
existentes. Por tanto, el uso de estos modelos sera fundamental para el estudio funcional
de las secuencias obtenidas a partir de los proyectos de secuenciacioén del genoma humano
y murino [10,11]. El uso de modelos murinos se debe a que estos modelos ayudan en la
comprension de la patogénesis de muchas enfermedades y el desarrollo de terapias para

reemplazar la funcién defectuosa de un gen dado. En medicina experimental, el roedor es
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un organismo modelo que ofrece muchas ventajas frente a otros modelos genéticos como
la mosca Drosophila, la mosca Caenorhabditis elegans benatode, entre otros [12,13].
Estas ventajas son:

« Al ser un mamifero, gran parte de sus procesos bioquimicos son similares aun-
que no idénticos a los humanos.

+  Tienen un tiempo de gestacion muy corto, son muy prolificos y se adaptan fa-
cilmente a la vida en bioterio, lo que permite controlar las variables ambientales
en los experimentos.

+  + Después de los humanos, son las especies mas estudiadas desde el punto
de vista genético

. Hay una gran cantidad de lineas definidas genéticamente, como lineas consan-
guineas y congénitas, ademas de cientos de mutaciones y una gran cantidad de
reordenamientos cromosémicos disponibles.

+  Es el Ginico animal que cuenta con sistemas eficientes para el cultivo de células
embrionarias pluripotentes (células ES), lo que permite la realizacion de muta-
ciones dirigidas (ratones KO constitutivos y condicionales).

Algunos modelos reportados en la literatura para el desarrollo de OS son los
siguientes: Se estableci6 un modelo animal para OS humano en hamsters dorados sirios
recién nacidos, inyectando células OS humanas cultivadas adyacentes al fémur, todos los
animales desarrollaron OS y metastasis pulmonares con una supervivencia de 36 dias.
media [8,14]. Otro modelo fue desarrollado con inyecciones intramedulares tibiales del
virus del sarcoma murino de Moloney en tres cepas de ratas endogamicas neonatales,
10 dias después presentaron tumores altamente malignos, produciendo mortalidad en
todas las ratas tratadas [10]. Otro grupo de investigadores indujo OS con virus mediante
la prueba de microtoxicidad de linfocitos, con inyeccion intratibial del virus del sarcoma
murino de Moloney. El 73% de los animales inyectados progresaron a OS y causaron
metastasis pulmonares con una supervivencia no superior a 2 meses [15]. Sin embargo,
estos modelos tienen desventajas; la mortalidad es alta en cada uno de los modelos de
benzopireno utilizados.

BENZOPIRENO

El benzopireno (BZP) es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) potencialmente
cancerigeno. El alto contenido de BZP en algunos alimentos (frutos secos, embutidos,
chorizo, especias, pizzas, pan de lefia, carnes a la parrilla, café tostado) se debe a su
proceso de elaboracion que involucra procesos de combustion incompleta, también se
puede encontrar en el tabaco. El BZP se produce por condensacion de cinco anillos de
benceno durante procesos de combustion a temperaturas de 300 a 600 °C. Desde 1775 los
médicos britanicos Pott y Hill, observaron alta incidencia de cancer de escroto en el personal
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encargado de la limpieza de chimeneas (chimney deshollinadores) [16]. Aproximadamente
cien afios después, se informaron hallazgos similares en Alemania y Escocia, entre
trabajadores de la industria de alquitran de hulla y parafina. Estas observaciones llevaron a
la conclusién de que los derivados del petréleo y del carbdn contenian sustancias capaces
de inducir tumores. confirmado en 1918, cuando los investigadores japoneses Yamagiwa e
Ichikawa demostraron que el alquitran aplicado a la piel de los conejos inducia cancer [17].
Hallazgos similares en ratas fueron documentados en 1920, en Inglaterra por Kennaway
informado por Hugues. Sin embargo, dado que el alquitrdn y el hollin son mezclas de
varias sustancias y el aislamiento de los posibles compuestos quimicos responsables de
tales resultados era complejo, no fue hasta 1920 que se identificaron los HAP aislados del
alquitran como posibles responsables de producir tumores en la piel de ratones [ 18]. En
1931 se aisl6 del carbon uno de los HAP, el benzopireno (BZP), en el mismo afio se sintetiz6
y se demostro que era el responsable de la produccion de tumores cancerosos en animales
de experimentacion. También se encontrd en alquitran de hulla, alquitran y hollin [19], uno
de los primeros carcindgenos claramente identificados. En estudios epidemioldgicos en
trabajadores expuestos a hornos de coque, durante el proceso industrial de coquizacion
del carbén, se encontr6 que las plantas de asfalto, fundiciones e instalaciones de aluminio
tienen mayor indice de cancer de pulmén que quienes no realizaban esas actividades
laborales, lo que se atribuy¢ a la exposicion a HAP [20]. Posteriormente, las investigaciones
revelaron que también se encontraron PAH en alimentos consumidos por humanos [21].
BZP aparentemente actla sobre el gen K-Ras, provocando una mutacién en un area
especifica del gen que se puede cotejar en el ADN de pacientes con cancer de pulmén.
Este hallazgo no solo sirve para determinar que el tabaco es cancerigeno, sino que también
puede ser Util para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la informacion
especifica disponible para el ADN danado por el cancer [22].

BETA-SITOSTEROL

Es un fitosterol con estructura similar a la del colesterol de la grasa animal, se
diferencia por la presencia de un grupo etil en la cadena lateral (figura 1). Todas las plantas,
incluyendo las frutas, verduras, granos, especias y semillas poseen este compuesto.
Los aceites de plantas son una fuente particularmente rica en beta-sitosterol, el cual se
utiliza en el tratamiento de hipercolesterolemia, asi como para modular la funcién inmune,
la inflamacion e interviene en el control de la produccion de citocinas. La investigacion
también ha demostrado que el beta-sitosterol ayuda a normalizar la funcién de linfocitos
T-cooperadores y células supresoras [23].
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Figura 1. Estructura quimica de colesterol (a) y beta-sitosterol (b).

MATERIAL Y METODOS

Animales:

Se utilizaron 10 ratas macho Sprague Dawley y 10 ratas Wistar, donadas por el
IMSS-Siglo XXl y el Instituto Nacional de Rehabilitacion LGl Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, con un peso promedio de 180 g, divididas en 4 grupos y mantenidas en cajas
de policarbonato. Las condiciones ambientales fueron: Periodo de luz/oscuridad de 12/12
horas; temperatura de 22 + 2 °C y humedad relativa de 60-70%, con acceso libre a alimento
(Rodent Lab Chow 5001, Purina) y agua. El procedimiento experimental fue aprobado por
el Comité de Etica y Bioseguridad del Instituto Nacional de Rehabilitacion LGlI.

Reactivos

Beta-sitosterol, benzopireno, aceite mineral, dimetisulféxido, ketamina, xilacina,
isofluorano, colorante Giemsa y NaCl se adquirieron de Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
EE. UU.).

Induccién de OS con administracion de BZP y BS

Las lesiones se indujeron mediante la administracién perifemoral cada 24 horas
durante 30 dias aunadosis de 20 mg/kg de BZP (Sigma-Aldrich), disueltos en dimetilsulfoxido,
el volumen de administracion fue de 0,3 mL. A los grupos control negativo se les administro
en la porcion distal del fémur derecho en una inyeccion perifemoral y en tres puntos, una
administracion diaria de 0,3 ml de dimetilsulféxido (vehiculo de BZP) durante 30 dias. 2
grupos experimentales (uno de ratas Sprague Dawley y otro de Ratas Wistar) a quienes
se les administr6 en la porcion distal del fémur derecho en inyeccién perifemoral y en tres
puntos, una administracion diaria de 20 mg/kg de BZP diluida en dimetilsulfoxido durante
30 dias, posteriormente se les administrd a los controles negativos aceite mineral VO y
los grupos de tratamiento 200 mg/kg de beta-sitosterol durante 3 semanas, se les realizé
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eutanasia al completar las 9 semanas a todos los animales para su estudio, se realizd
evaluacién morfologica y obtencidn de muestras de sangre.

Descripcion de los procedimientos

1. Desde el dia 0 se registr6 diariamente el peso de las ratas.

2. El dia 0 y semanalmente hasta el final del estudio se obtuvieron muestras de
sangre (dos gotas) de la punta de la cola haciendo un pequefio corte (1 mm),
para realizar un frotis de sangre para estudios de genotoxicidad y citotoxicidad,
mediante la prueba de micronucleos.

3. Desde el final de la primera semana después de la manipulacion farmacolégica
y hasta el sacrificio de las ratas, se evalu¢ el estado de los fémures tratados.

4. Enlasemana 0y cada tres semanas se tomaron muestras de sangre (1 mL) de
vena mandibular y/o retroorbitaria para determinar velocidad de sedimentacion
(método de Westergreen), proteina C reactiva (ELISA), fosfatasa alcalina y
deshidrogenasa lactica (analisis colorimétrico).

5. Para los procedimientos en los que se requeria sedacion de los animales, se
utiliz6 isofluorano colocado en un frasco de boca ancha, en el que se introducia
al animal en estudio el tiempo necesario para que llegara a un estado sedado.

Después de la eutanasia y en el momento de la apertura quirtrgica del abdomen se
realiz6 una evaluacion macroscopica del estado organico de la rata, con especial atencion
al pulmén, higado, rifién, bazo e intestino. Se extrajeron los fémures, tibias, pulmones e
higado y se lavaron con un amortiguador. Luego se colocaron en tampo6n de formalina al
10% y las muestras se fijaron y mantuvieron a 4°C hasta su estudio histoldgico.

Estudio histopatoldgico de fémur y tibia de rata

Una vez obtenidos los fémures y tibias de rata, cada muestra se lavd con un
amortiguador, posteriormente se fijo6 en formalina tamponada al 10%, manteniéndolas
toda la noche a una temperatura de 4 °C, durante 12 horas. Los fémures y las tibias se
colocaron en una solucion descalcificadora (acido nitrico al 5% durante 96 horas). El
hueso se neutralizé introduciéndolo en una solucién de carbonato al 10%. solucién y se
lava con agua corriente durante 15 minutos. Las muestras se incluyeron en parafina. Las
preparaciones histologicas se sumergieron en xilol para eliminar el exceso de parafina.
Posteriormente, se realizaron cortes histolégicos en un micrétomo rotatorio tipo Minot. El
tejido se cort6 hasta llegar a tejido intacto en rodajas de 5 micras, y luego se colocé con un
cepillo en un bafo de flotacién. Las laminillas se marcaron con el nUmero correspondiente
a la muestra. Se realiz6 la seleccion y colocacion del corte en la corredera. El exceso de
agua se escurri6 en las preparaciones histolégicas y se fijé con calor (placa con termostato
a 56-58 °C). El desparafinado de los cortes histolégicos se realiz6 en estufa o estufa a
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60°C por 30 min. Luego pasaron por una serie de alcoholes en concentracion decreciente
para rehidratar la muestra (100°, 95° y 70°). Se lavaron con agua para eliminar el exceso
de alcohol. Se sumergieron en hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron con agua para
eliminar los excesos y se pasaron rapidamente por alcohol acido. Se realizé nuevamente
un lavado, se sumergieron por 30 segundos en eosina. Pasaron por otra serie de alcoholes,
esta vez en orden creciente (70°, 95° y 100°). deshidratar la muestra, lograr el montaje con
una cola no soluble en agua. Finalmente, se dejaron en remojo 10 minutos en xilol, antes
de realizar el montaje final y observacion al microscopio [15].

Estudio histopatoldgico de pulmén e higado

Los organos se colocaron en formalina al 10% durante 24 horas. Después de
embeberlos en parafina, los tejidos se cortaron en rodajas de 2 a 4 mm de espesor.
Se sumergieron en xilol para eliminar el exceso de parafina. Luego se sumergieron
secuencialmente en alcohol de concentracion decreciente para rehidratarlos (100°, 95° y
75°). Se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de alcohol, luego se sumergieron
en hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron con agua corriente, se pasaron rapidamente
por alcohol acido y finalmente se sumergieron en eosina durante 30 segundos. Luego se
deshidrataron sumergiéndolos secuencialmente en alcohol cada vez mas concentrado
(75°, 95° y 100°). para ser montado en las laminas con cola no hidrofilica. Finalmente se
empaparon con xilol durante 10 minutos antes de finalizar el montaje, y se observa en el
microscopio [18].

Evaluaciéon de genotoxicidad y citotoxicidad en sangre periférica mediante
tincién de Giemsa,

Una vez obtenidas las muestras de sangre de la cola de la rata, se colocaron en
portaobjetos perfectamente limpios y se realizaron frotis de sangre. Para la tincion de las
muestras, como primer paso, se fijaron con metanol sumergiéndolas por 5 minutos, luego
se lavaron con agua corriente y se tifieron por 18 minutos en tincién de Giemsa al 4% en
tampon fosfato pH 6.8, las placas se observado al microscopio de inmersion. Los eritrocitos
policromaticos (EPC) se tifieron de violeta y los eritrocitos normocrémicos (ENC) de azul.
Los micronlcleos se observaron de color violeta intenso. Para evaluar la citotoxicidad
se determiné la relacion entre el niumero de EPN y ENC. El recuento se hizo en 2000
células por grupo en los tiempos establecidos y se determiné la cantidad de eritrocitos

normocrémicos micronucleados para evaluar la genotoxicidad [24,25].

RESULTADOS

Los resultados parciales durante la administracion de BZP y después de la
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administracion de BS fueron los siguientes: El peso de los animales en ambas cepas,
present6 una disminucion estadisticamente significativa de la tercera a la 7% semana,
sin embargo, el peso comenzé a estabilizarse a partir de la 8% semana (Figura 2). Las
pruebas bioquimicas presentaron diferencias estadisticamente significativas a partir de la
3% semana de tratamiento con BZP en los valores de la VSG, FA'y DHL, en todas las ratas
tratadas, sin embargo, a partir de la 8% semana se observ6 una disminucién de la FAy DHL
en algunos animales administrados con BS (Figura 3). El estudio histopatol6gico demostro
la formacion de OS en el fémur tratado. El BZP fue altamente genotéxico en ambas cepas
de ratas, observandose una diferencia estadisticamente significativa con la prueba de
micronucleos (MN) desde la primera semana de tratamiento con BZP con una frecuencia de
hasta 27.36+0.32 MN en 1000 eritrocitos policromaticos, siendo un poco menos evidente
en las ratas W (figura 4).

PESO PROMEDIO (g) semanal de ratas Sprague Dawley tratadas PESO PROMEDIO (g) semanal de ratas Wistar tratadas con
con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6 semanas, y 3 25 mglkg de benzopireno (BZP) durante 6 semanas y 3
semanas con BZP mas beta-sitosterol (BS) (200 mg/kg) semanas con BZP mas beta-sitosterol (200mg/kg)

BS (200 mg/kg VO

sem0 sem1 sem2 sem3 semd sem3 sem6 sem7  w

—e—R1 —e—R-2 —e—R-3 R4 —e—R-5 —e—R-6

T T T T T ]
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto ala semana 0, ANOVA y t de Student, sem Dsem 1sem 2sem 3sem 4sem 5sem 6sem 7sem 8sem 9
p = <0.05. ** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la semana 6 de : ; = R
Tratamiento, ANOVA y  de Student, p = <0.05. con respecto a la semana 0

** Diferencia estadistica no significativa_con respecto a la semana 6

Figura 2. Pesos promedio obtenidos de ratas Sprague Dawley y ratas Wistar tratadas con benzopireno
(BZP) y beta-sitosterol (BS)
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Niveles séricos de FOSFATASA ALCALINA (FA) obtenidos de ratas
SPRAGUE DAWLEY tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante
6 semanas y 3 semanas con beta-sitosterol (200 mg/kg) méds BZP

BS (200 mg/kg VO

sem 0 sem3 sem 6 sem 9

——R1 ——R2 ——R3 ——R4 ——RS ——RE

Niveles séricos de FOSFATASA ALCALINA (FA) obtenidos de ratas WISTAR
tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6 semanasy 3
semanas con beta-sitosterol (200 mg/kg) més BZP

BS (200 mglkg VO |

om0 sem3 som 6

—R1 R2 ——R3 ——R4 RS R6

“Diferencia estadisticamente significativa con respecto a lasemana 0, ANOVA y t de Student,
p = <0.05. ** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la semana 6 de
tratamiento, ANOVA y tde Student, p = <0.05.

“Diferencia estadisticamente significativa con respecto a lasemana, ANOVAy tde Student, p
= <0.05.

Niveles séricos de LACTATO (LDH) i de
ratas SPRAGUE DAWLEY tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP)
durante 6 semanas y durante 3 semanas con 25 mglkg de BZP mas
200 mglkg de beta-sitosterol (BS)

g
£
El
E
T
a
-

BS (200 mglkg VO

semo sem3 sem6 sem9

——R1 =——R2 ——R3 R4 =———RS5 ——RS

Ia semana 0
toa la semana 6

Niveles séricos de LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) de ratasWISTAR
tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) y 3 semanas con 200
mg/kg de betasitosterol mas BZP

LDH mU/mL

BS (200 mg/kg VO

sem6 sem9

RS =mmmRS =—=RE
con respecto a la semana 0
iva con la semana 6

Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG) obtenides de ratas SPRAGUE
DAWLEY tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6 semanas y 3
semanas con beta-sitosterol (200 mg/kg) mas BZP

sem6 sem9

R4 mmmmR5 RS

to a la semana 0

Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG) obtenidos de ratas
WISTAR tratadas con 25 mg/kg de benzopireno (BZP) durante 6
y3 con by erol (200 mg/kg) mas BZP

sem6 semd

RE =R ——RE

con respecto ala semana 0
con la semana 6

Figura 3. Valores bioguimicos obtenidos de ratas Sprague Dawley y ratas Wistar tratadas con
benzopireno (BZP) y beta-sitosterol (BS)

Principales temas de investigacién en Ciencias Biolégicas

Capitulo 3

35



L0 1105

15:08 2104

2508 09803

102 1304

102

CobmnaiBMR150 EMRiW HEResD ErR2W ERIsD ERIW ER450 Br4w HERSsD BRSW [MRSsD ERsw

114032 1306

*18.264026 4.97:02

*198:036 5.63:0.2

1931036 *7.10:01

A0S 67l

‘0062

WINE ‘BB

*193:0.29 "31:0.1
041031 *75:0.8

"BR01T '7H0M
5010 11508

171052 "9540.08
‘B6:011 *131:01

‘BEOM *T10M
2653061 *35:0.12

‘126019

*N50M 13302

1733061 "9.1035 |
538:033 *113:0%

‘05402 *145:04
744051 *191:06

44038 *182:01

B019 198406

"IRI6H02 119405

WD 1802 *ILA0A 154505

‘BRI *16350.3

WA A

‘BB ‘16405

V364014 *166:0.0
*3038:030 *176:0.31

*30.52041 *182:0.7

*BENR 18006

*30.1640.34 182043

*33.54058 042071

*32.54013 *19.3:0.2

3133403320603 |

‘05405 11207

‘DRI ‘158011

M05:042 *164:052

‘W03 *16440.33

‘BA0AS 140K

‘264500 **138:06

U801 10606

‘1754034 *168:034

‘18241022 *15.4:067

1264043 103505

SR 152408

U0 **123:011 1744035 *142:091

SUS0D 101406 |

SULIG021" 145045 PISH0NL 1362036 PIA00 **137:011 *HIDSHSE 123405

Figura 4. Frecuencia de micronicleos en ratas Sprague Dawley (SD) y ratas Wistar (W) tratadas con
benzopireno (BZP) 25 mg/kg por 6 semanas y 3 semanas con beta-sitosterol (BS) 200 mg/kg mas BZP.

Tincion de Hematoxilina y Eosina de rata
Sprague Dawley, en R-1 v R-3 se observa
atipia de células malignas y ostecide
maligneo recién formado sin estructura
trabecular, en R-2 se observan células
fusiformes malignas . Estas células
fusiformes, presumiblemente
osteoblastos, se puede ocbservar el
depdsito de ostecide maligno.

S L )

Femur izquierdo y

tibias sin c-mbio.

Figura 5. Resultados histologicos de ratas Sprague Dawley tratadas con benzopireno y beta-sitosterol.

DISCUSION

Estudios experimentales en animales sobre benzopireno lo han clasificado
como un téxico que afecta la fertilidad en ratas y otras especies animales, porque los
metabolitos resultantes interfieren con la funcion normal del ovario [26]. Tsai-Turton, et al.
[27], en 2007, evaluaron la acumulacion de metabolitos de BZP en microsomas hepaticos
y testiculares de ratas, hamsters y cerdos, encontrando que varios de estos interfieren
con la formacién y funcion de los gametos, contribuyendo asi a la infertilidad. En tejidos
celulares de higado y ovario de varias especies (ratas, ratones, cabras, ovejas, cerdos
y vacas) se observo que ante la exposicion a 5 pg/g de BZP los metabolitos resultantes
se adhieren al receptor de estrogenos, reduciendo la actividad de estos; la exposicion
prolongada a BZP provoca un secuestro de estas en las lipoproteinas de alta densidad que
son esenciales para la biosintesis de hormonas esteroides en el ovario, lo que conduce a
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la reduccion de la secrecion de gonadotropinas, como la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), con resultados negativos. resulta en las etapas
finales del desarrollo folicular, disminuyendo la fertilidad [28,29]. Se ha informado que BZP
es un potente inductor de OS, con caracteristicas similares a la fisiopatologia de OS en
humanos y la supervivencia es de hasta 8 meses en animales tratados [14]. Dados los
efectos cancerigenos y mutagénicos del Benzopireno, proponemos este compuesto como
sustancia quimica para inducir osteosarcoma en ratas Sprague Dawlwy. Wester y colegas
[30], demostraron el potencial carcinogénico de la administracién oral de BZP, estos
investigadores expusieron a 104 ratas Wistar durante cinco dias a la semana a cantidades
de 0, 3, 10 0 30 mg de BZP por kg de peso corporal, durante dos afios y posteriormente se
realizaron estudios histopatologicos. Los resultados mostraron el desarrollo de tumores en
el higado en 99 de las 104 ratas, con una dosis estimada de 3-5 mg/kg, con un intervalo
de confianza del 90%, de igual forma mostraron sarcomas en tejidos blandos, como la piel.
y mamas con una dosis de 10 mg/kg. Tanto los tumores de piel como los de higado se
consideraron relevantes para humanos en dosis altas.

Respecto a beta-sitosterol en una revisién publicada por Ovesna et al [31], grabaron
la inhibicion experimental de desarrollo de cancer de colon y de mama por taraxasterol
y B-sitosterol. Indicaron que estos compuestos pueden afectar a diferentes niveles de
desarrollo del tumor, tales como sus efectos inhibitorios sobre la creacién, promocion e
induccion de las células cancerosas, asi como inhibicion de la invasion de las células del
tumor y metastasis. Suplemento dietético con BS disminuye los niveles de 173-estradiol
(E2) lo que sugiridé que altos niveles de fitosteroles puede tener efecto beneficioso en las
mujeres con cancer de mama [32]

El andlisis genotéxico se utiliza para determinar cuanto dafo ejerce en el DNA los
xenobioticos, que pueden por lo tanto afectar a humanos expuestos a ellas. Paniagua-
Pérez [33] reportaron la genotoxicidad del B-sitosterol, incluyendo el ensayo de toxicidad
aguda, que demostr6 potencial letal baja (38%) de este compuesto. Los resultados
indicaron que no SCE (hermana intercambios del crométide) aumento fue inducido por las
dosis probadas (200, 400, 600 y 1000 mg/kg), asi como no hay cambios en la cinética de
proliferaciéon celular, o en el indice mitético. En dicho informe, la méas alta dosis aplicada
mostré el 80% de la DL50. Por esta razon, B3-sitosterol no se considera como genotoxico y
citotéxico. La seguridad de este compuesto estimula los cientificos para llevar a cabo mas
investigaciones farmacologicas de este esterol [33].

Los resultados de un estudio demostraron eso beta-sitosterol en la carcinogénesis
de colon inducida por el 1, 2-dimetilhidrazina en elevacion de ratas causadas en
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, que recomiendan el compuesto como un
medicamento quimiopreventivo efectivo para la carcinogénesis de colon [34]. Beta-sitosterol
estimula enzimas antioxidantes por la activacion del receptor de estrégeno/PI3-cinasa-
dependentpathway. La proporcion de glutation GSH y GSH total se recuper6 después del
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tratamiento de B-sitosterol, sugiriendo que este fitosterol puede ser una buena alternativa
de tratamiento ROS [35].

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la administracion de BZP contribuye en ratas Sprague
Dawley y Wistar a la induccion de OS, datos preliminares sugieren que la administracion de
BS puede ayudar a disminuir la actividad carcinogénica del BZP, lo que nos da la pauta para

continuar con otros estudios que permitan considerar el uso del BS en personas con OS.
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RESUMEN: Introduccién: ElI higado
es uno de los érganos mas importantes
que participa en la desintoxicacion, por
lo que a menudo se encuentra sujeto a
estrés oxidativo lo que conlleva a un dafo
celular grave. Por esta razon las plantas
medicinales, debido a su riqueza natural
en compuestos, han sido utilizadas para
obtener compuestos bioactivos que podrian
aplicarse en el tratamiento de dolencias
hepéticas. Mimosa lacerata es utilizada
en la medicina tradicional, sin embargo,
las propiedades hepatoprotectoras de
esta planta no han sido investigadas.

Data de aceite: 04/07/2023

Objetivo: Evaluar in vitro la actividad
antioxidante de las fracciones de Mimosa
lacerata en el papel hepatoprotector ante
la induccion de dafio hepatico con CCl,.
Material y métodos: Se realizé un perfil
fitoquimico por cromatografia en capa fina
y resonancia magnética nuclear (RMN)
de los extractos y fracciones previamente
obtenidas de Mimosa lacerata. La actividad
antioxidante se midié6 mediante el ensayo
de eliminacion de radicales libres de
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH).  El
efecto biolégico de los extractos se evalud
mediante la determinacién de los niveles
de aspartato amino transferasa en células
HepG2 tratadas con CCl,. Resultados:
La elucidacion estructural de RMN del
extracto metandlico sugiere la presencia
de taninos, principalmente de polimeros
de profisetidina/  prorobinetidina.  Se
encontr6 una alta actividad antioxidante
para el extracto metandlico (CE50 4.58 pg
mL") y la fraccion 2 (5.59 + pg mL"). El
tratamiento previo de células HepG2 con
estos extractos mostrd protecciéon contra el
dafo hepatico inducido por CCI, al reducir
significativamente la actividad enzimética
de AST (p <0.05). Conclusiones: EIl
extracto metandlico y la fraccion 2 de M.
lacerata poseen actividad biolégica en
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células HepG2 tratadas con CCl,, al reducir significativamente los niveles de AST, efecto que
se atribuye a sus propiedades antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: Antioxidante, hepatoprotector, estrés oxidativo, extractos naturales,
Mimosa lacerata.

ABSTRACT: Introduction: The liver is one of the most important organs that participates in
detoxification, so it is often subject to oxidative stress, which leads to serious cell damage.
For this reason medicinal plants, due to their natural richness in compounds, have been
used to obtain bioactive compounds that could be applied in the treatment of liver ailments.
Mimosa lacerata is used in traditional medicine, however, the hepatoprotective properties
of this plant have not been investigated. Objective: To evaluate in vitro the antioxidant
activity of the Mimosa lacerata fractions in the hepatoprotective role before the induction of
liver damage with CCl,. Material and methods: A phytochemical profile was made by thin
layer chromatography and nuclear magnetic resonance (NMR) of the extracts and fractions
previously obtained from Mimosa lacerata. The antioxidant activity was measured by the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. The biological effect of the extracts was evaluated
by determining the levels of aspartate amino transferase in HepG2 cells treated with CCI,
Results. The structural elucidation of NMR of the methanolic extract suggests the presence
of tannins, mainly of polymers of profisetidine/proobinethidine. A high antioxidant activity
was found for the methanolic extract (EC50 4.58 yg mL-1) and fraction 2 (5.59 + yg mL-1).
Pretreatment of HepG2 cells with these extracts showed protection against CCl,-induced liver
damage by significantly reducing the enzymatic activity of AST (p <0.05). Conclusions: The
methanolic extract and fraction 2 of M. lacerata have biological activity in HepG2 cells treated
with CCl,, by significantly reducing AST levels, an effect that is attributed to their antioxidant
properties.

KEYWORDS: antioxidant, hepatoprotective, oxidative stress, natural extracts, Mimosa
lacerata.

MARCO TEORICO

11 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado es la glandula més voluminosa del cuerpo y pesa alrededor de 1,4 kg
en el adulto promedio. Se encuentra por debajo del diafragma y ocupa la mayor parte del
hipocondrio derecho y parte del epigastrio, en la cavidad abdominopelviana, rodeado casi
por completo por el peritoneo visceral y revestido en su totalidad por una capa de tejido
conectivo denso irregular, que yace en la profundidad del peritoneo (Tortora y Derrickson,
2010). Se divide en cuatro I6bulos: l6bulo derecho (I6bulo mas grande), l16bulo izquierdo,
I6bulo cuadrado (ubicado entre la vesicula biliar y el ligamento redondo del higado), y
I6bulo caudado (ubicado entre la vena cava inferior, el ligamento venoso y el porta hepatico)
(Hansen et al., 2015).

Desde el punto de vista histologico, se encuentra formado por hepatocitos, que
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son las principales células funcionales del higado con una amplia variedad de funciones
metabdlicas, secretoras y endocrinas; otros componentes son los canaliculos biliares
(pequefios conductos que recogen la bilis producida por los hepatocitos) y sinusoides
hepaticos (Tortora y Derrickson, 2010), los cuales estan revestidos por células endoteliales,
con la caracteristica de ser mas permeables que otros capilares (Fox, 2013), y tienen
la funcién de recibir sangre oxigenada de las ramas de la arteria hepatica y sangre
desoxigenada de las ramas de vena porta (Marshall et al., 2013). Dentro de los sinusoides
hepaticos se encuentran las células fagociticas de Kupffer, que son integrantes del sistema
reticuloendotelial (también llamado sistema fagocitico mononuclear) (Fox, 2013).

El higado realiza importantes funciones como el almacenamiento de hierro y
vitaminas (vitaminas B12 y vitamina A), produccion de &cidos biliares, excrecion de
sustancias (bilirrubina) (Hansen et al, 2015), metabolismo y excrecibn de hormonas
esteroideas (Marshall et al., 2013). Ademas, cumple funciones vitales en el metabolismo
de los hidratos de carbono en los procesos de glucogénesis, lipogénesis, glucogendlisis y
gluconeogénesis. Otra funcién hepatica es el metabolismo de los lipidos en la sintesis de
triglicéridos y colesterol, excrecidén de colesterol y la generacion de ATP a partir de acidos
grasos. El higado participa también en el metabolismo de las proteinas en la produccion de
albumina, y de factores de la coagulacion (fibrinbgeno, protrombina y otros). Ademas, juega
un papel importante en el procesamiento de farmacos capaz de detoxificar sustancias,
como el alcohol, y excretar farmacos (Fox, 2013).

21 METABOLISMO DE FARMACOS

El citocromo P450 se trata de una familia hemoproteinas, involucradas en el
metabolismo de farmacos a través de reacciones enzimaticas, que desempefia un papel
clave en la desintoxicacion y la toxificaciéon (Testa y Clement, 2015), a través de reacciones
de oxidacion, reduccién e hidrdlisis, entre otras, para generar compuestos que puedan ser
excretados con mayor facilidad (Olsen et al., 2015). Este sistema enzimatico esta presente
en mamiferos, siendo el higado el tejido més importante donde el citocromo P450 es
extremadamente activo, localizado en la membrana del reticulo endoplasmaético liso y en la
membrana interna mitocondrial, donde desempefian funciones biosintéticas de compuestos
enddgenos y de biotransformacion de xenobibticos (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Las reacciones de biotransformacion de xenobidticos se han agrupado en dos
fases, fase | y Il. En la fase | los xenobibticos son transformados mediante reacciones de
oxidacion, reduccion o hidrdlisis, y convertidos en productos mas hidrosolubles a causa de
la formacion de nuevos grupos funcionales polares (carboxilo, hidroxilo, amino) (Rodriguez
y Rodeiro, 2014). En la fase I, los farmacos o metabolitos de las vias de la fase | se
conjugan enzimaticamente con un compuesto enddgeno hidréfilo con la ayuda de enzimas

transferasas, con moléculas endégenas de caracter polar (acido glucuronico, sulfatos,
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acetatos, glutation o algunos aminoacidos) para combinarlos mediante reacciones de
glucuronoconjugacion, sulfonacion y acetilacion. El objetivo final de esta fase es aumentar
la solubilidad en agua de los compuestos y facilitar su excrecion a través de la orina o la
bilis (Almazroo et al., 2017). Sin embargo, se ha encontrado que estas reacciones asi como
determinados conjugados de glutation reducido (GSH) desempefian un papel importante
en la toxificacion, debido a la generacion de metabolitos téxicos o reactivos capaces de
inducir toxicidad, y con un impacto considerable para generar de una lesion hepatica (Testa
etal.,, 2012).

31 HEPATOTOXICIDAD Y LESION HEPATICA INDUCIDA POR FARMACOS

El higado es altamente susceptible a efectos adversos de los xenobibticos a causa
de su particular vulnerabilidad, debido a su papel activo en el metabolismo y excrecion de
los medicamentos (Hanari-Quispe et al., 2015). La hepatotoxicidad resulta de la toxicidad
directa de los compuestos primarios, sus metabolitos reactivos o de la respuesta inmune
que afecta a los hepatocitos, células epiteliales biliares, y/o vasculatura hepatica (Tolosa
et al.,, 2018) y es el resultado de la toxicidad directa del farmaco, relacionada con la dosis
(Dara et al., 2016).

Los hepatocitos estan constituidos por abundantes mitocondrias, reconocidas
como mediadoras criticas en la hepatotoxicidad inducida por farmacos, proceso en el cual
una gran cantidad de funciones mitocondriales se ven afectadas (Ramachandran et al.,
2018). La toxicidad se puede estimar como reducciones en la viabilidad celular, también
como alteraciones en varios parametros indicativos de dafio celular mediante diferentes
mecanismos como disfuncidbn mitocondrial, estrés oxidativo o acumulacién de lipidos
(Tolosa et al., 2019).

Segun la duracién de la lesion y la ubicacion histolégica del dafo, se clasifica como
aguda o cronica, y ya sea como hepatitis, colestasica o como un patron mixto de lesion
(David y Hamilton, 2010).

El diagnostico de lesion hepatica se basa en gran medida con el historial de un
farmaco conocido de causar esta patologia, asi como la exclusién de otras posibles
causas de lesion hepatica (Navarro et al., 2017). Sin embargo, se asocia con un aumento
en los niveles de enzimas hepaticas y bilirrubina. El patron de estas anomalias puede
ser hepatocelular, colestasico o mixto. El patron hepatocelular se caracteriza por niveles
elevados de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), que
refleja la destruccion de los hepatocitos (David y Hamilton, 2010). En cuanto a la histologia
hepatica es bastante comUn mostrar una colestasis blanda y canalicular con escasa
necrosis e inflamacion de hepatocitos (Hu et al., 2016).-
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3.1 Hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono (CCl))

Eltetracloruro de carbono (CCl,) es una hepatotoxica comin que se usa ampliamente
para inducir lesiones hepaticas asociadas a estrés oxidativo in vivo o in vitro, asi como para
evaluar las propiedades protectoras de los ingredientes activos de plantas (Ma et al., 2014).

Se trata de un hidrocarburo clorado, incoloro, volatil y muy estable, utilizado como
refrigerante, agente de limpieza en seco y como disolvente para aceites y grasas. La
inhalacion de sus vapores puede deprimir la actividad del sistema nervioso central y causar
la degeneracion del higado y los rifiones. Asi mismo, es un carcindbgeno humano basado en
la evidencia de carcinogenicidad en animales de experimentacion (NCI Thesaurus, 2019).

El CCl, produce una intoxicacion aguda en humanos, por ingestion o inhalacion.
Datos experimentales mencionan que soélo alrededor del 1% del CCI, incorporado es
responsable de producir una la lesién hepatica, debido a que es metabolizado en el higado
por el citocromo P450 2E1, en donde se producen radicales toxicos (Teschke, 2018).
Los radicales triclorometilo (CCl,*), derivados del metabolismo del CCl,, pueden iniciar
el estrés oxidativo que resulta en hepatotoxicidad, asimismo, estos radicales se pueden
biotransformar en triclorometil peroxi (CCI,00%), un oxidante fuerte (Tseng et al., 2018),
que atacan las estructuras celulares, incluidas las proteinas y fosfolipidos, lo que conduce
a la apoptosis y necrosis celular (Teschke, 2018), este proceso de ilustra en la figura 1.

Apoptosis
Bax Bcl-2 Caspasa-3
Caspasa-9 CytC AlIF

CCl, ﬂ Metabolismo de
acidos grasos

S
0, — = ) o
& Lipoperoxidacion
8
CCl,00* E ROS Metabolismo
s energético

M
S TN

Cisteina Glicina Acido glutdmico
Acido aspértico
Fenil acetil glicina
Metabolismo de aminoacidos

Figura 1. Hepatotoxicidad causada por CCl, Modificado de Zhu et al., 2019.
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En los Ultimos afnos, investigadores como Jia, et al., 2014 y Zeng et al., 2017 han
evaluado el dafio hepatico causado por CCl, en distintos modelos experimentales, a través
de marcadores apoptéticos, inflamatorios y parametros de estrés oxidativos, asi como la
evaluaciéon de biomarcadores séricos. Como se observa en la tabla 1, diferentes estudios
coinciden en la observacion de un incremento de los niveles de caspasa-3, caspasa-9,
Bax, factor de necrosis alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), factor nuclear kB (NF-kB),
malondialdehido (MDA), AST, ALT y fosfatasa alcalina (ALP), asi como una disminucion
en los niveles de expresion de las proteinas Bcl-2, glutatiéon (GSH) , superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px).

odelo arcadores arametros de erfi .
Model M d Marcgg ores P d P ,ﬂ Referencia
experimental | apoptoéticos inflamacién estrés oxidativo | bioquimico
Disminucion de Aumento de
Ratas | o | e GSH, SOD y CAT | AST, ALTy (Za‘jaszrg)%%)et
Aumento de MDA | ALP ”
Aumento de Disminucion de
, caspasa-3, Aumento de | SOD, GSH-Px, Aumento de (Jia et al.,
Carpacomin | Ccoaca-8y | TLR4 CATy GSH ALT y AST 2014)
caspasa-9 Aumento de MDA
Disminucion de Aumento
T T CAT, SOD, GSHy | de ALT, (Oriakhi et al.,
GSH-Px AST, ALPy 2018)
Aumento de MDA | bilirrubina
?:S”;‘:I’S‘;‘fge Disminucién
Ratas Bax,CytC, | e | Aumentode | (zhu etal,
caspasa-3 GSHPx Y | ALTyAST 2019)
?ésgéﬂléc'on Aumento de MDA
Disminucion de
Ratas |  eceeeeee %L\Jlrp_eantﬁfg | GSH Aumento de | (Fathy et al.,
NFKB Y| Aumento de MDA | ALT Y AST 2019)
y NO
Aumento de T
Caspasa-3 Incremento gés{g;nﬁf,gg s
Ratones y Bax de TNF-q, de SOD. CAT Aumento de (Zeng et al.,
Disminucion IL1B, IL-6y GSH-Px’y GSIYI ALT Y AST 2017)
de Bel-2 NFkB Aumento de MDA

Bcl-2 asociado a proteina X (Bax), factor de necrosis alfa (TNF-a), glutation (GSH), superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px), malondialdehido (MDA), aspartato
amino transferasa (AST), alanino amino transferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP), receptor 4 tipo Toll
(TLR4), factor nuclear kB (NF-kB), interleucina 6 (IL-6), linfoma de células B2 (Bcl-2), citocromo C (Cyt
C) y 6xido nitrico (NO).

Tabla1. Efecto del CCl, en diferentes modelos experimentales.
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41 PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

El estrés oxidativo es un estado en el cual las defensas y antioxidantes celulares son
insuficientes para inactivar completamente las sustancias oxidantes generadas, debido a
una produccién excesiva de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y especies reactivas de nitrogeno (RNS por sus siglas en inglés), lo que ocasiona dafio a las
proteinas, acidos nucleicos, los lipidos insaturados, comprometiendo la salud y viabilidad
celular, originando una gran variedad de respuestas celulares que puede conducir a la
muerte celular por necrosis o apoptosis (Souki et al., 2015). Se cree que contribuye al
desarrollo de varias enfermedades, incluido el cancer (Alexandre et al., 2017).

Existen mdltiples fuentes celulares de generacion de ROS, pero las mas significativas
son los complejos mitocondriales de transporte de electrones | y lll, las enzimas P450
dentro del reticulo endoplasmico. Sin embargo, estos intermedios reactivos interactian
con otras moléculas para formar ROS secundarias, como productos de peroxidacion de
lipidos, peroxinitrito y &cido sulfénico y disulfuros, estos procesos se ilustran en la figura
2 (Singal et al., 2011). Ademas, otras circunstancias que pueden producir dafio oxidativo
grave se encuentran las infecciones, los procesos inflamatorios, determinadas anomalias
metabdlicas, el consumo excesivo de ciertos farmacos, la exposicion a una radiacion
intensa, o el contacto frecuente con determinados contaminantes ambientales (McKee y
McKee, 2013).
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Figura 2. Efecto reactivo de las especies de oxigeno y nitrdgeno. A la izquierda, la figura, representa
esquematicamente las principales fuentes de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de especies reactivas de nitrogeno (RNS) en el higado. Los productos inmediatos de estas fuentes, el
superoxido y el 6xido nitrico, se someten a una serie de reducciones e interacciones posteriores que
conducen a la peroxidacion de lipidos, la formacion de disulfuros que desencadenan varios eventos
singulares y la reduccién de la respiracion mitocondrial con un aumento adicional en la produccion de
ROS mitocondrial. Los compuestos antioxidantes, pueden actuar como eliminadores de radicales libres
que inhiben la progresién de estas vias (Singal et al., 2011).
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Los antioxidantes son aquellas moléculas que participan en la eliminacion de estas
especies reactivas, que causan estrés oxidativo, y actian como eliminadores de radicales
libres y pueden prevenir reacciones oxidativas, que conducen a diversas enfermedades.
Los antioxidantes enddgenos producidos por el organismo incluyen enzimas antioxidantes
tales como catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutatiébn reducido
(GSH) (Sarangarajan et al., 2017). Estas enzimas antioxidantes son proteinas involucradas
en la transformacion catalitica de especies reactivas de oxigeno y sus subproductos en
moléculas no toxicas (Schwab, 2017).

Los antioxidantes exdgenos ingeridos por la dieta abarcan diferentes clases de
compuestos que pueden interferir con ciclos oxidativos para inhibir o retardar el dafio
oxidativo de las biomoléculas. Dentro de estos, las principales clases de componentes con
actividad antioxidante son: vitaminas (vitamina C y vitamina E), carotenoides (carotenos y
xantofilas) y polifenoles (flavonoides, acidos polifendlicos, lignanos y estilbenos) (Oroian y
Escriche, 2015).

51 ETNOBOTANICA Y EL POTENCIAL HEPATOPROTECTOR

La etnobotanica se denomina como la disciplina cientifica de la interaccion del
hombre con las plantas, la cual incluye el estudio de la dinamica de los ecosistemas e
involucra componentes naturales y sociales (Carrefo-Hidalgo, 2016). El conocimiento
tradicional que se conoce, es el resultado de innumerables observaciones y experimentos
empiricos de generaciones que observaron a la naturaleza, registraban y transmitian sus
conocimientos a nuevas generaciones, a través de sus estelas, cddices o a través de las
ensenanzas verbales (Gémez-Pompa, 1993).

Las plantas medicinales, especialmente aquellas con uso tradicional, siempre han
sido consideradas como una fuente rica de nuevos medicamentos efectivos (Shehab et al.,
2015), es un hecho que una cuarta parte de todas las recetas médicas son formulaciones
basadas en sustancias derivadas de plantas o analogos sintéticos derivados de plantas
(Gurib-Fakim, 2006).

El consumo de plantas medicinales y tradicionales en la proteccion del higado de
efectos nocivos de las hepatotoxinas, que el hombre ingiere para contrarrestar alteraciones
en los mecanismos de defensa antirradicalarios, son agentes llamados hepatoprotectores
(Selema y Martinez, 1999). Los hepatoprotectores ocupan un lugar clave en el tratamiento
de practicamente todas las demas enfermedades hepaticas, pues ayudan a restaurar sus
funciones y a normalizar o mejorar la actividad enzimatica de las células hepaticas debido
a sus propiedades antioxidantes (Karamalakova et al., 2019).

Los antioxidantes derivados de plantas, desde el punto de vista fitoquimico pueden
ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos fendlicos,

flavonoides, flavonolones, catequinas, antocianinas y proantocianinas, las cuales debido
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a sus propiedades quimicas redox pueden actuar como donadores de hidrégeno y de esta
manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades degenerativas (Robards et al.,
1999).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios
de las plantas mas numerosos y distribuidos de forma ubicua, estando presentes en las
hojas, semillas, corteza y flores de las plantas (Pereira et al., 2016), y van desde compuestos
de anillos aromaticos simples y de bajo peso molecular simple, hasta los taninos complejos
grandes y polifenoles derivados (Oroian y Escriche, 2015). Lo compuestos fendlicos
simples son los acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides, y los compuestos altamente
polimerizados incluyen ligninas, lignanos, melaninas, taninos (Pereira et al., 2016). Sus
propiedades antioxidantes justifican muchos de sus efectos beneficiosos que les permiten
participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de Oxido-reduccion (Valencia-
Avilés et al., 2017).

Los taninos de acuerdo a su estructura, pueden dividirse ampliamente en dos clases,
denominadas taninos hidrolizables y taninos condensados (Oroian y Escriche, 2015). Los
taninos hidrolizables se han caracterizado por tener una propiedad antioxidante (Figueroa,
et al., 2015).

Desde 1999 se conocia que los flavonoides ocupaban un lugar sobresaliente por
sus reconocidas propiedades antioxidantes y su uso como hepatoprotectores (Selema y
Martinez, 1999), pues se cree que estos son buenos secuestradores de radicales libres
(Sindhi et al., 2013). Estos flavonoides constituyen un grupo extenso de metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos y comunes en todo el reino vegetal que se pueden
presentar tanto libres como conjugados con azUcares (Selema y Martinez, 1999).

Para el 2014 Torres-Gonzéalez y colaborares, reportaron que en México existia un
namero reducido de plantas evaluadas para la actividad hepatoprotectora, en modelos
celulares y animales, con el objetivo de estudiar diversos extractos de plantas en el
desarrollo de nuevos fitofarmacos.

Actualmente existen en el mercado medicamentos con actividad hepatoprotectora
registrados como Simarin plus®, compuesto por Silimarina. La silimarina es el extracto
obtenido de Silybum marianum, o cardo mariano, y consta de siete flavonoglignanos
(silibinina, isosilibinina, siliquistina, isosilistristina y silidianina) y un flavonoide (taxifolina).
Entre estas sustancias, la silibinina prevalece principalmente y tiene el efecto biol6gico mas
importante. Su accion se manifiesta en la modulacion de la inflamacion y la apoptosis, pues
se ha demostrado que la silimarina tiene un efecto que permite su uso en todas las causas
mas frecuentes de dafio hepatico (Federico et al., 2017).

Estudios en animales, ha demostrado que el pretratamiento con silimarina aumenta
significativamente su estado antioxidante con aumentos significativos en las actividades de
CAT y GSH hepatico (Oriakhi et al., 2018), este Ultimo a través de sus efectos directos sobre

el metabolismo de los aminoacidos de azufre en el higado, consistente con la reduccion de
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la peroxidacion lipidica en el higado (kwon, 2013), asi como la inhibicién en la produccion
de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferbn gamma, como consecuencia del
bloqueo de la activacion del factor nuclear hepatico kappa B (NF-B) (Li, 2012), ademas de
brinda una proteccién en niveles de AST, ALT, y ALP, con reduccién del efecto téxico del
dano hepatico (Oriakhi et al., 2018).

61 GENERO MIMOSA

El género Mimosa pertenece a la familia Fabacea, subfamilia Mimosoideae, y
se ubica en la tribu Mimoseae. Por el nUmero de especies, Mimosa es el género mas
importante de las Mimosoideae en México. Presentan diversas formas biologicas, entre
las que predominan, arbustos erectos y arboles. Son utilizadas como combustible (lefia
o carbdn), comestible, forraje para ganado caprino y ovino, material para construccion,
medicinal, melifera, ornamental, peleteria y como implemento agricola (Camargo, 2001).

Como resultado de la revision taxon6mica del género, en Guerrero se registran 44
especies con 23 variedades y dos subespecies de Mimosa, colocando al Estado en el
segundo lugar en diversidad de especies, después de Oaxaca (Lopez, 2018).

6.2 Mimosa lacerata

Comunmente conocida como iacalhuixtle, mezquite, tecolhuistle, ufia de gato
(Camargo et al., 2001), sierrecilla, garabato (Mendoza-Sabino, 2016), facalhuixtle, hizache,
huizpantle y mezquite ufia de gato (Lopez, 2018).

Usualmente es un arbusto erecto de dos a cuatro metros de alto, ramificado, de tallos
lisos y asperos con espinas grises o blanquecinas. Las hojas son pequefas y divididas en
hojas mas pequefias que dan la apariencia de plumas. Los frutos son vainas de color rojo-
vino o café obscuro, que pueden estar solas o agrupadas, poco alargadas de 3 a 6 cm,
aplanadas con las puntas redondeadas. El exterior de los frutos estas parecen tener picos
en forma de sierras, con semillas en forma de rifdn de color ladrillo como se observa en la
figura 3 (Mendoza-Sabino, 2016).

Su habitat se encuentra en lugares humedos, bosque mixto o de pino. En México
se encuentra ubicada en el estado de Oaxaca, Puebla, Chiapas, Veracruz, Michoacan
(Mendoza-Sabino, 2016), Hidalgo, Jalisco, Morelos, Querétaro, Tlaxcala y parte de los
estados de Guerrero. Crece en suelos pedregosos, someros, derivado de rocas calizas,
que florece vy fructifica de febrero a diciembre con produccion de frutos inmediatamente
después de la floracion, considerada una especie endémica en México (Lopez, 2018).

En el 2001 M. lacerata se enlista dentro de una de las especies mas utiles del
género Mimosa en México, utilizada como fuente de combustible, forraje y planta medicinal
en padecimientos como traumatismos de la piel, erupciones en la boca y fuegos (Camargo
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et al., 2001). Asi mismo, para el 2016 se reporta el uso de la corteza de esta planta
como tratamiento en infecciones gastrointestinales y dolores estomacales, asi como una
actividad antimicrobiana para Shigella dysenteriae (Mendoza-Sabino, 2016), Avibacterium
paragallinarumy Pasteurella multocida como agentes causales en infecciones respiratorias
en pollos (Mayo et al, 2018).

Taxonomia:

Reino: Plantae

Divisiéon: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Mimosa

Especie: lacerata

Nombre cientifico: M. lacerata

Categoria: plantas ornamentales

Figura 3. Mimosa lacerata. A la derecha se observan frutos secos, y a la izquierda se observa un
arbusto erecto de dos a cuatro metros de alto, muy ramificados de tallos lisos y dsperos (Mendoza-
Sabino.,2016).

6.1.1 Fitoquimica

Mendoza-Sabino en el 2016, realiza el primer estudio fitoquimico de Mimosa
lacerata, en donde se encontr6 la presencia de flavonoides, triterpenos y taninos. Asi
mismo, destaca la presencia de una actividad antioxidante aproximadamente del 78%,
capaz de neutralizar radicales libres, ademas de una alta actividad antibacteriana como
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extracto crudo a diferentes concentraciones.

Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la actividad
antioxidante de las fracciones de Mimosa lacerata en el papel hepatoprotector ante la
induccion de dafio hepatico con CCl,

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras

Los ejemplares de la planta, fueron facilitados por el laboratorio de Produccion
Integral de Alimentos de la Facultad Académica de Ciencias Quimico Biologicas, de la
Universidad Autbnoma de Guerrero.

Obtencion de los extractos

Se pesaron 30 g de muestra macerada de M. lacerata, para su posterior extraccion
solido-liquido (maceracion secuencial) con el equipo Soxhlet (Anexo 1), utilizando
como disolventes: metanol (MeOH) y acetato de etilochexano (AcOEt:Hexano) (50:50).
Posteriormente, se retir6 el disolvente en un rotavapor a 80 rpm a una temperatura de 35°C
para la obtencion de los extractos (Anexo 2), que fueron depositados en recipientes de
cristal para secarlos a temperatura ambiente.

Hidrdlisis acida

Para la obtencion de flavonoides libres se realiz6 la prueba de hidrdlisis acida segun
la metodologia descrita por Vargas y colaboradores en el 2006 (Anexo 3). A 3 g de extracto
metanolico, se adiciond 300 mL de HCI 1.2 M en metanol acuoso al 50% durante 2 h a 98
°C en reflujo.

Cromatografia en columna (CC)

La metodologia a seguir se realizé de acuerdo a una modificacion de lo descrito
por Revathy, et al, 2011. Para la muestra hidrolizada y extracto metandlico se mont6 una
columna de 46 x 2 empacada con 8 g de gel de silice y 1 g muestra. Se eluy6 de acuerdo
a una polaridad creciente: a) metanol, b) AcOEt:hexano (50:50). A todas las fracciones
recogidas se eliminé el solvente organico mediante un evaporador rotatorio. El contenido
total recogido se analiz6 por cromatografia en capa fina.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Las muestras obtenidas del rotavapor se analizaron por cromatografia en capa fina
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(CCF) (Anexo 4) en la fase estacionaria de gel de silice 60. Los sistemas de elucidacion
utilizadas fueron metanol:diclorometano (7:3) y acetato de etilo: acido acético: acido férmico:
agua (25:1:1:2). Se utiliz6 al radical 2.2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) como revelador de
actividad antioxidante, ademas de reveladores como el cloruro de aluminio (AICL,), cloruro
férrico (FeCl,), dragendorff y vainillina, para evidenciar flavonoides, fenoles, alcaloides y
terpenos respectivamente.

La lectura de las placas se llevo a cabo en una lampara de UV a 340nm (Anexo 4).

Identificaciéon por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN)

Como apoyo al analisis fitoquimico se realizd una técnica de espectroscopia de
RMN. Para esto fueron pesados 30 mg del extracto metandlico y enviado a la Universidad
Tecnolégica de la Mixteca, Huajuapan de Ledn, Oaxaca para su procesamiento. Los
espectros de protones de H-1 y C-13 del extracto metanodlico fueron tomados en un
espectrometro Bruker de 400 MHz Avance lll, empleando como disolvente metanol
deuterado (CD,OD). Los datos se procesaron en el software Topspin 4.0.6.

Actividad antioxidante por la técnica del radical 2.2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) en microplaca

Para determinar la concentracion efectiva 50 (CE,;) de los extractos y fracciones
capaces de reducir el 50% de radicales DPPH, se realizd una técnica a microescala segun
lo descrito por Granados-Guzman en 2017, por medio de espectrofotometria UV-Vis a una
longitud de onda de 517 nm en placas de 96 pozos.

Para esto, se prepararon soluciones de los extractos y fracciones a una concentracion
de 1 mg mL" en etanol (EtOH). De esta solucion se tom6 0.1 mL y se adiciond en un pozo
con 0.1 mL de EtOH; a partir de esta solucion se realiz6é una serie de diluciones seriadas
(factor 1:2) por 11 pozos mas. A cada uno de los pozos se les agregd 0.1 mL de DPPH (280
uM) y se dejé reposar por 15 min en obscuridad, para su posterior lectura en el lector de
placas Multiskan FC (Thermo Scientific).

Se utilizé una solucion de quercetina 1 mg mL" como control positivo y etanol como
control negativo.

Para determinar la CE,, se calculd la capacidad reductora de los extractos. La
capacidad reductora se determind por medio del porcentaje de reduccion mediante la

siguiente ecuacion:

% de reduccis absorbancia del control negativo — (absorsbancia de la muestra) 100
e reduccion: X
0 absorbancia del control negativo
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Los porcentajes de reduccion se graficaron versus la concentracion del extracto
en cada pozo; del grafico generado se calculd la ecuacion de la recta y se determiné la
concentracion del extracto necesaria para obtener un 50% de reduccion.

El extracto o fraccion que present6 mejor actividad antioxidante fue seleccionada

para realizar el ensayo in vitro.

Cultivo celular

La conservaciéon de la linea celular se realiz6 segun la metodologia descrita por
Delgado, 2013.

Para la obtencion de la alicuota de la linea celular HepG2, fueron distribuidos en
varios frascos de cultivo con medio de cultivo DMEM Advanced con 10% de suero fetal
bovino (SFB), 1% de antibi6ticos (penicilina y estreptomicina) y 1% de LGlutamina; una
vez obtenida una confluencia del 70-80% se retir6 el medio con ayuda una bomba de
aspiracion. Posteriormente, se lavaron las células dos veces con buffer de fosfatos en
solucion salina (PBS); enseguida agregar 1 mL de tripsina y se incubaron por 5 min a 37°C
con 5% de CO,,.

Pasado 5 minutos se adicioné 6 mL de medio de cultivo DMEM con SFB al 10% para
neutralizar la tripsina; dicha solucion se colecté en un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugd
durante 5 min a 2000 rpm y a 25 °C de temperatura.

Una vez centrifugado se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en
4 mL de medio de cultivo.

Para el conteo de células viables se realizd una dilucion 1:10 de la suspension
celular; en un tubo eppendorf se agreg6é 20 uL de la suspension celular a una mezcla de
170 pL de medio y 10 pL de azul tripano.

Se tom6 un volumen indefinido de la dilucion la cual se distribuyé por capilaridad
en una camara de Neubauer. Para el conteo solo se tomaron en cuenta las células vivas
encontradas en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 (figura 4) de la camara que no estuvieran tefiidas
con el colorante.
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Figura 4. Cuadrantes de lectura en la camara de Neubauer.

Para determinar la cantidad de células presentes en un mililitro se utilizé la siguiente
formula:

#células _ total de células
ml 4

(factor de diluciéon)(10*)

Modelo de dafio con CCl,

Segun la metodologia descrita por Delgado 2013, en placas de 6 pozos agregd
1 millbn de células/pozo, a las 12 h de haber agregado las células se retir6 el medio
y se lavaron con PBS. Se agregaron 12 pyL de CCI, para inducir el dafio en un tiempo
determinado de 2 h.

Las soluciones de CCI, se realizaron en PBS con DMSO al 0.05%. Después de
2 h de exposicion de las células con el CCl, se retird el sobrenadante para llevarlo a la
cuantificacion AST.

Modelo hepatoprotector

«  Cuantificacion de la enzima aspartato amino transferasa (AST)

Segun la metodologia descrita por Delgado 2013, en placas de 6 pozos se sembraron
1 millén de células, se incubaron 12 horas a 37°C 5% CO, y a las 12 horas se retir6 el
medio y se lavaron con PBS. Posteriormente se agregaron las soluciones del extracto
metandlico, la fraccion 2 y silimarina disueltos en PBS al 0.1% de DMSO para obtener una
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concentracion final de 100 yg mL". Esto se incub6 durante 1 hora a 37 °C y 5% de CO,,.
Pasado este tiempo se retiré la solucion y se adicion6 CCl,; se dejé actuar por 2 horas en
incubacion, una vez pasado ese tiempo se retir6 el sobrenadante e inmediatamente se
realizd la cuantificacion enzimética de AST.

Analisis estadistico

Todos los datos se presentaron como media + desviacion estandar (DE), utilizando
el programa STATA version 14.0. Se realiz6 un analisis estadistico de varianza (ANOVA)
para determinar diferencia estadistica entre los tratamientos de cada grupo, considerando
un nivel de confianza del 95% y un valor de significancia del p<0.05. Los datos fueron
graficados utilizando el programa GraphPad Prism v.5.

RESULTADOS

Obtencién y purificacion de extractos

Se realiz6 la extraccion sélido liquido a partir de muestra seca, mediante el equipo
Soxhlet, utilizando como solventes, metanol y AcOEt:hexano (50:50). Se obtuvieron dos
extractos, un extracto metandlico (P) y un extracto de AcOEt:hexano (AC) (tabla 2), los
cuales posteriormente fueron sometidas a un sistema de rotaevaporacion para la eliminacion
del solvente restante.

El extracto metandlico fue sometido a una columna de gel de silice y eluida con
metanol, acetato de etilo y hexano, de la cual fueron obtenidas 8 fracciones (fraccion 1, 2,
3,4,5,6,7y 8) (tabla 2).

Del extracto metandlico obtenido fueron tomados 3 g de muestra y llevados a un
proceso de hidrolisis acida y transcurrido 2 horas de reflujo se obtuvo un compuesto llamado
extracto hidrolizado (H), este ultimo, fue sometido a una columna cromatogréfica y eluida
con metanol y acetato de etilo, de la cual finalmente, se colectaron 2 fracciones (tabla 2), la
fraccion metandlica llamada fraccién hidrolizada 1 (Hidrolizado 1) y una fraccidén de acetato
de etilo llamada fraccion hidrolizada 2 (Hidrolizado 2).

Muestra Extraccion Hidrolisis Purificacion
Metanol
-------- Acetato de etilo
Corteza Metanol Hexano
de Mimosa Hidrolisis Metanol
lacerata acida Acetato de etilo

Acetato de etilo: hexano N —

Tabla 2. Proceso de extraccion y purificacion de M. lacerata.
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Cromatografia en capa fina

Se realizé una cromatografia en capa fina de los extractos y fracciones obtenidas
utilizando diferentes reveladores, solventes y sistemas de elucion, donde fue posible
identificar la presencia de alcaloides utilizando dragendorff como revelador, se encontraron
también, compuestos terpenicos utilizando el revelador vainillina, estos dos compuestos
encontrados en el extracto metandlico y el extracto hidrolizado, ademas se pudo observar
un desplazamiento similar de los compuestos de la misma muestra al utilizar el mismo
sistema de elucion con diferentes reveladores.

Asimismo, el cloruro férrico (FeCl,) revel6 la presencia de compuestos fenolicos
para las fracciones 2-7 y el extracto metanolico, mientras que el cloruro de aluminio (AICL,)
permitié la observacion de flavonoides en las fracciones 3 a la 7 y el extracto metandlico.

Por ultimo, se determind presencia de compuestos antioxidantes con el revelador
DPPH, en el cual el cambio a color amarillo indica la reducciéon del radical libre de este
revelador, y donde fue posible observar una mayor actividad antioxidante para las fracciones
2-7 y en el extracto metandlico.

El resultado final del tamizaje fitoquimico se resume en la tabla 3, que muestra la
ausencia de compuestos fendlicos y alcaloides para el caso de la fraccion 1, 8, H1, H2 y
AC; asi como también, una baja actividad antioxidante.

Cabe mencionar, que para las fracciones 2-7 y el extracto metanolico se observo la
interferencia de metabdlicos desconocidos.

Compuesto Alcaloides Terpenos Flavonoides Fenoles DPPH
8 P +++ +++ +++ +++ +++
E AC N N - - +
i H ++ ++ N N N
1 N N - -
2 N N - + ++
3 N N ++ ++ ++
» 4 N N ++ ++ ++
_g 5 N N +++ +++ ++
g 6 N N ++ ++ ++
- 7 N N + + ++
8 N N - - -
H1 N N - - +
H2 N N - - +

Poco (+), regular (++), abundante (+++), negativo (-), prueba no realizada (N) Extracto metanoélico
(P), extracto de acetato de etilo (AC), extracto hidrolizado (H), fraccién hidrolizada 1 (H1), fraccion
hidrolizado 2 (H2).

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico para los extractos y fracciones de M. lacerata
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Actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH en microplaca

Para confirmar la actividad antioxidante de las muestras se determiné la CE,, para
la cual fue necesario calcular la capacidad reductora del extracto metandlico, las fracciones
1-8, asi como de H1, H2 y AC. Como control positivo se utilizé quercetina y como blanco
etanol (EtOH).

Los porcentajes de reduccion se graficaron versus la concentracion del extracto
en cada pozo del grafico generado, se calculd la ecuacion de la recta y se determin¢ la

concentracion del extracto necesaria para obtener un 50% de reduccion (tabla 4).

MUESTRA CE,,(ug mL")
Quercetina 4.02 +1.29
EXTRACTO METANGLICO 4.58 +2.96
Fraccion 1 9.15 +4.11
Fraccion 2 5.59 +1.85
Fraccion 3 5.62+1.12
Fraccion 4 5.67 +4.96
Fraccion 5 6.64 +1.47
Fraccion 6 25.40+7.75
Fraccion 7 15.43 £6.02
Fraccion 8 92.67 +8.14
Hidrolizado 1 10.57 £+ 7.21
Hidrolizado 2 13.43 +6.82

Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos y fracciones

Los resultados son mostrados como media + SD n=3

Se observo una buena actividad antioxidante para las fracciones las fracciones 1-7,
principalmente para las fracciones 2-5 y en el extracto metandlico; asi como de ambos
compuestos hidrolizados, esto al comparar con la quercetina. El extracto metanolico y
la fraccion 2, fueron seleccionados para su posterior uso en el ensayo in vitro, ya que
presentaron una actividad antioxidante sobresaliente.

Actividad hepatoprotectora

Se evalud la actividad hepatoprotectora del extracto metandlico y la fraccion 2 de
M. lacerata en la linea celular HepG2, a una sola concentracion; como inductor de dafio se
utilizé CCl,y como control positivo de hepatoproteccion se utilizé silimarina.

A una hora del pretratamiento con el extracto metanolico y la fraccion 2, con 100 g
mL, se observé una disminucion significativa (p<0.05) en la actividad enzimética de AST
comparada con el grupo control a dafio. Esta reduccioén, en la actividad de AST, es similar a
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la mostrada en el grupo tratado con silimarina a la misma concentracion, como se muestra

en la figura 5.
150

Ea CCl, 60 mM
E3 silimarina 100 g mL"

o 100 pte B Fraccion 2 100 ) mL’

5 * * * [ Extracto metandlico 100 [Ig

—

= -1

(7)) mL

< 5

0 .
v o 9

Grupo experimental

Figura 5. Efecto hepatoprotector in vitro. Pretratamiento a 1 hora de silimarina (B) fraccion 2 (C) y
el extracto metandlico (D) en células HepG2 con dafio inducido por CCl, a 60 mM. *significativamente
diferente (p<0.05), comparado con el grupo control de dafio (A).

Identificacién por RMN

Para confirmar el tamizaje fitoquimico, el extracto metandlico fue sometido a una
espectrometria por RMN para RMN-1H y RMN-1C. La seleccion del extracto metandlico
para esta prueba fue en base a su actividad antioxidante mostrada por la técnica de DPPH
en microplaca, la cual fue sobresaliente.

En la lectura correspondiente se observaron sefales para carbonos aromaticos
en 115.13 y 129.5 ppm, varias sefiales bases de oxigeno caracteristicas de azucares y
una sefial del carbono 4 del anillo C (CH,) alrededor de 28.99 ppm; ademas, se observan
correlaciones entre el CH, del anillo C (H-4) con un carbono aromatico (C6) C-Ary uno base
de oxigeno (C3), que indica la presencia de compuestos de tipo tanino como se observa
en el espectro de coherencia de enlace multiple heteronuclear (HMCB por sus siglas en
inglés) (figura 6).
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Figura 6. Espectro bidimensional de HMBC. A) molécula elucidada B) sefales de relacion de los
nucleos13-Cy 1-H.

DISCUSION

La hepatotoxicidad de diferentes tipos y origenes constituye un importante problema
de salud publica, por lo que la necesidad de tener nuevos esquemas de tratamiento es
un factor importante para detener el progreso de estas afecciones, tal como el uso de
productos naturales que han demostrado ser una excelente fuente para la obtencion de
compuestos antioxidantes y coadyuvar al tratamiento de estas enfermedades (Nwidu et
al., 2018).

Por esta razén, la fitoterapia ha llevado a la busqueda de alternativas, orientadas a
la proteccion del higado de efectos originados por hepatotoxinas, aumentando el nUmero
de estudios para la evaluacion de extractos herbales en distintos modelos experimentales
(Torres-Gonzalez et al., 2014).

Para este fin la extraccion, purificacion y caracterizacién son pasos muy importantes
en la preparacion de muestras naturales y el estudio de sus propiedades biologicas
(Revathy et al., 2011). En el presente estudio el uso de estas técnicas permiti6 el analisis de
extractos y fracciones de la corteza de M. lacerata a distinta polaridad, donde los extractos
obtenidos a baja polaridad con acetato de etilo y hexano mostraron tener baja capacidad
de reduccion del radical DPPH, es decir una escasa actividad antioxidante (tabla 4); sin
embargo, los compuestos con una alta polaridad obtenidos con metanol, en especial el
extracto metanodlico y la fraccion 2, mostraron tener mejor capacidad de reduccion del
radical DPPH con una CE50 4.58 yg mL" y CE50 5.59 pg mL respectivamente, tomando
como referencia a la quercetina (tabla 4), una clase de flavonoide que tiene la capacidad
de prevenir o retrasar condiciones que favorecen el estrés oxidativo en la célula, al reducir
los niveles de ROS y MDA (Alia et al., 2006).

En el primer estudio fitoquimico de M. lacerata se identifico la presencia de

compuestos flavonoides, terpenos y taninos obtenidos de la corteza, ademés de observar
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una actividad antimicrobiana y antioxidante (Mendoza-Sabino, 2016; Mayo et al, 2018). En
el presente estudio, se confirmaron compuestos fendélicos y flavonoides, en especial para
el extracto metandlico y la fraccion 5, ambos con una buena actividad antioxidante (tabla 3
y 4). En relacion a esto, se han reportado grandes cantidades de flavonoides provenientes
de la corteza de extractos herbales (Pereira et al., 2016), junto a una buena actividad
antioxidante (Dykes y Rooney, 2007); asi mismo, los compuestos fendlicos como taninos
son obtenidos de extractos herbales y utilizados medicinalmente por su actividad diurética
(Patel, 2011), antiproliferativa (Rolim et al., 2018) antimicrobiana y antioxidante (Maisetta
et al., 2019).

De igual manera se encontraron compuestos terpenicos y alcaloides para el extracto
metandlico, este Ultimo reportado con un gran potencial antioxidante, incluso mas fuerte
que los fenoles (Gan et al., 2017), en cuanto a los terpenos, se ha demostrado que poseen
una actividad protectora hepatica contra la inflamacion, el estrés oxidativo y apoptosis en
una lesion hepatica in vivo (Huang et al., 2019).

La presencia de compuestos fitoquimicos como alcaloides, terpenos, flavonoides y
fenoles encontrados en el extracto metanoélico, ademas de una buena actividad antioxidante,
fue el motivo de su seleccion para realizar el estudio in vitro junto a la fracciéon 2, la cual
de igual manera mostr6é una buena actividad antioxidante, seguida del extracto metandlico
(tabla 4).

Estudios previos realizados por Gonzales et al., 2017, han demostrado que el dafo
hepatico causado por CCI, a 1.5 horas de exposicion en células HepG2 se encuentra
asociado con un aumento significativo de AST, esto debido a la toxicidad de sus compuestos
reactivos o metabolitos (Nwidu et al., 2018), que provocan una disminucion en la integridad
estructural del higado (Liu et al., 2018). Este hecho, puede atribuirse a su localizacién en
el citoplasma y mitocondria, pues un dafio mitocondrial con acumulacion de ROS tiende a
aumentar el nivel de AST, conllevando a una destruccién celular (Hu et al., 2014). Datos
similares fueron obtenidos en este estudio en el grupo control de dafio, donde las células
HepGz2 fueron tratas con CCl, en un tiempo de 2 horas, lo que provoco un incremento en
los niveles de AST, indicativo de un dafo celular hepatico; sin embargo, este dafio fue
disminuido significativamente (p<0.05) con el tratamiento previo de 1 hora con el extracto
metandlico y la fraccion 2 a una concentracion de 100 yg mL™ (figura 5), lo que pudiera
reflejar un efecto protector a la destruccion celular causada por el CCl,. Este efecto puede
atribuirse al alto contenido antioxidante demostrado tanto para el extracto metanolico como
para la fraccion 2, lo que pudiera conferirle una proteccién considerable contra el estrés
oxidativo, pues se ha demostrado que extractos derivados de plantas, que muestran una
buena actividad antioxidante son buenos agentes hepatoprotectores (Torres-Gonzalez et
al., 2011).

Cabe mencionar que, la reduccion significativa de AST entre el extracto metanoélico

y la fraccion 2 fue muy similar, de igual modo con el grupo tratado a 1 hora con silimarina a
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una concentracion de 100 yg mL™, ya que su administracion previa redujo el efecto toxico
del CCl, a 60 mM. Este resultado es similar a lo observado en 2017 por Gonzales et al,
en donde el tratamiento a 150 pyg mL™ con silimarina redujo significativamente una lesion
hepatica causada por CCl, a 40 mM, en la misma linea celular en un tiempo de 1.5 horas. Lo
anterior indica que una concentracion menor de silimarina puede reducir significativamente
un dafio celular causado por CCl, en un menor tiempo, por lo que aumentar la concentracion
del extracto metandlico o la fracciéon 2, asi como el tiempo de exposicion, podria disminuir
ain mas el efecto toxico causado por el CCl, y por consiguiente mantener la integridad
celular del hepatocito. Otros estudios in vivo también han demostrado que la silimarina
protege contra las lesiones causadas por el CCl, (Li, 2012), efecto que se ha atribuido a
su capacidad de eliminacion de radicales libres (Anthony y Saleh, 2013), a la regulacion
de la apoptosis al generar cambios en la proporcién Bax/Bcl-2 y a su papel en el proceso
inflamatorio en la inhibicion de NFkB (Federico et al., 2017).

Debido a la actividad biol6gica demostrada por M. lacerata en el ensayo in vitro,
fue de importancia la elucidacion del compuesto responsable de dicha actividad, para esto
se selecciond al extracto metanoélico para ser sometido a una espectroscopia de RMN de
13-C y 1-H. Gracias a esto fue posible observar la presencia de compuestos aromaticos,
una estructura con una dispersion similar a lo encontrado por Pizzi y Stepahno en 1993
al estudiar el tanino de la corteza de acacia negra (Acacia mearnsii) perteneciente a la
familia Fabaceae, donde se encontraron taninos poliméricos compuestos de unidades
de fisetinidina/robonetidina, denominados polimeros de profisetinidina/prorobinetidina
respectivamente. Lo anterior puede sugerir la presencia de un tipo de polimero condensado
tipo profisetinidina o prorobonetidina en el extracto metanoélico de M. lacerata muy similar al
de A. mearnsii. El extracto crudo de la corteza de acacia negra ha demostrado una fuerte
capacidad de eliminacién de radicales libres por el método DPPH (Shen et al., 2010). Este
efecto ha sido comprobado por Huang y colaboradores en 2010 al analizar un dimero de
prorobonetidina denominada robinetinidol- (48 — 8) -epigalocatequina 3-O-galato (REO),
el cual previene la activacion de caspasa 3, protege contra el dafio oxidativo mitocondrial,
reduce la generacion de ROS y aumenta la produccion de GSH.

La presencia de polimeros de profisetidina o prorobonetidina presentes en el extracto
metandlico podrian jugar un papel importante al contrarrestar el efecto toxico provocado
por el CCl,. Sin embargo, la presencia de metabolitos interferentes observados en el tamiz
fitoquimico del extracto metandlico (tabla 3), podrian bien interferir o estar implicados en
el efecto protector hepatico, considerando que la accién biolégica de una planta a veces
no puede deberse a uno solo de sus principios activos, si no a la interaccion sinérgica de
las moléculas presentes e incluso podrian mostrar una actividad més efectiva en forma de
mezcla que cuando se utilizan de forma individual (Rosales et al., 2017).

Por lo anterior, es de interés seguir investigando la presencia de nuevos metabolitos

presentes en M. lacerata, asi como sus mecanismos especificos de accion.
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CONCLUSIONES

. Fueron obtenidos por elucidacion, dos extractos de alta y mediana polaridad,
ocho fracciones y dos compuestos hidrolizados de la corteza de M. lacerata.

«  El estudio fitoquimico del extracto metanélico de M. lacerata evidencio la pre-
sencia de alcaloides, terpenos, fenoles y flavonoides.

+ Los extractos y fracciones que presentaron una mejor actividad antioxidante
fueron el extracto metanolico (CE,, de 4.58 yg mL") y la fraccion 2 (5.59 g
mL") de M. lacerata.

»  El pretratamiento a 1 hora con el extracto metandlico y la fraccion 2 a 100 g
mL", mostré un efecto protector significativo contra el dafio inducido por CCl, en
la linea celular HepG2 al evaluar la concentracion de AST.
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RESUMEN: Existen numerosas
oportunidades para que las innovaciones
con el género Sargassum se consideren
iniciativas de crecimiento sustentables
que se pueden integrar en los marcos
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estratégicos y hojas de ruta de la economia
sostenible. Esto puede respaldar la
diversificacion econémica y la resiliencia
para reducir la vulnerabilidad econdmica
y la dependencia de un pequefio numero
de sectores, aumentar el numero de
asociaciones publico-privadas en el ambito
de la investigacion aplicada y el desarrollo
de productos. Esto permitiria distribuir el
riesgo de inversiobn mientras se maximiza
la innovacion. En este sentido, los paises
afectados por eventos de deriva de
macroalgas pardas pueden utilizar esta
biomasa en labores agricolas.

Palabras Claves: arribazones, economia,
Sargassum.

A CONCISE REVIEW OF THE GENUS
SARGASSUM C. AGARDH WITH
GREAT INDUSTRIAL POTENTIAL.
EXPERIENCES IN COSTA RICA

ABSTRACT: There are opportunities for
Sargassum innovations to be considered
as blue growth initiatives which can be
integrated into blue economy strategic
frameworks and road maps. This can
support economic diversification and
resilience to reduce economic vulnerability
and reliance on a small number of sectors.
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Increase the number of public-private partnerships in the domain of applied research and
product development. This would allow spreading the risk of investment while maximizing
innovation. In this sense, countries affected by events of drift of brown macroalgae can use
this biomass in agricultural work.

KEY WORDS: economy, drift, Sargassum.

INTRODUCCION

Como la mayor parte de los miembros del género Sargassum, su identificacion
tradicional se apoya fundamentalmente en su morfologia externa (Fig. 1 a, b) y al igual que
los miembros del orden fucales, solo la fase diploide es vegetativa y evidente, mientras
que la generacién haploide esta reducida a los gametos microscépicos (Fig. 1c), y aunque
usualmente los cigotos son retenidos en los receptaculos femeninos (CRITCHLEY &
FLETCHER, 1997) su fecundacion es externa.

Los miembros de este género suelen estar fuertemente adheridos al sustrato (Fig.
1b) por un sujetador en forma de cono o discoidal (en la mayoria de las especies) o por
hachas rastreras (para el subgen. Sargassum sect. Polycystae). Las excepciones a la regla
son: Sargassum natans (Linnaeus) Gaillon (Fig. 1 a) y S. fluitans (Bgrgesen) Borgesen que
tienen habitos pelagicos.

Esta condicion de no depender de un sustrato para completar su ciclo vital, aunado a
la elevacion de la temperatura a nivel del mar ha ocasionado en muchas regiones costeras
un aumento desmesurado que atenta, en algunos casos, con las actividades econdmicas
locales (Fig. 1d).

Fragmentacion
4  Reproduccion
, vegetativa

__
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Figura 1. Aspectos generales del género Sargassum. A, especie pelagica Sargassum natans. B,
especie bentbnica Sargassum filipendula var. montagnei. C, diagrama del ciclo de vida de Sargassum.
D, arribo de especies pelagicas al Caribe Sur de Costa Rica. [Fuente: CABRERA et al., (2021)].

La gran diversidad de este grupo de macroalgas café en los paises con economias
emergentes como Costa Rica (Tabla I) ha generado varios intentos por aprovechar no solo
la llegada masiva de arribazones, sino también se han realizado ensayos de cultivo con
especies nativas, pero con resultados muy discretos CABRERA et al., (2021).

. Observaciones del | Primera referencia para
Especie p

estudio. Costa Rica.

Sargassum acinarium (Linnaeus) Setchell (=) SOTO & BALLANTINE
(1986).

Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne () TAYLOR (1960).

Sargassum cymosum C. Agardh **) KEMPERMAN &
STEGENGA (1986).

Sargassum filipendula C. Agardh **) KEMPERMAN &
STEGENGA (1986).

Sargassum filipendula var. montagnei (Bailey)

Grunow *) CABRERA et al., 2021

Sargassum fluitans (Bergesen) Borgesen **) DAWSON (1962).

Sargassum furcatum Kutzing **) CABRERA et al., (2019).

Sargassum hystrix J. Agardh *) () TAYLOR (1960).

Sargassum hystrix var. spinulosum (Kitzing)

Grunow ) TAYLOR (1960).

Sargassum polyceratium Montagne () KEMPERMAN &
STEGENGA (1986).

Sargassum polyceratium var. ovatum (Collins)

W.R. Taylor ") DAWSON (1962).

Sargassum pteropleuron Grunow () SOTO & BALLANTINE
(1986).

Sargassum rigidulum Kutzing () SOTO & BALLANTINE
(1986).

Sargassum natans (Linnaeus) Gaillon **) CABRERA et al., 2021

KEMPERMAN &

Sargassum vulgare C. Agardh (=)
STEGENGA (1986).

Tabla I. Lista de especies del género Sargassum del Caribe Sur de Costa Rica. Especie empleada en
cultivo experimental por CABRERA et al., 2021 (*); especie arribada (**); especie registrada solo por la
literatura (---).
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Principales aportes del género Sargassum al espacio econémico

Este es el primer intento de sumarizar las experiencias que, sobre los aspectos
econdémicos positivos de la presencia de Sargassum han generado en el Caribe Sur de
Costa Rica. Si bien la presencia de grandes arribos puede considerarse un desafio para
las zonas afectadas por estos eventos hay ventajas que pueden obtenerse con un manejo
adecuado de este fenémeno.

Para la dieta de animales en domesticacion y silvestres

Las algas se han utilizado tradicionalmente en ganaderia en numerosas partes del
mundo, especialmente en zonas costeras, principalmente como complemento alimenticio
para ganaderia y también en acuicultura INDERGAARD & MINSAAS, 1991).

En areas donde los alimentos para animales eran escasos durante largos periodos
del ano, las ovejas, vacas y caballos pastaban algas marinas en seco (INDERGAARD &
MINSAAS, 1991; DESROCHERS et al., 2020). Todavia hoy, no es raro que los animales
que viven en las zonas costeras consuman algas marinas para completar su dieta.

Los arribos de algas a las zonas costeras también son empleados por las aves
no marinas para capturar peces u otros organismos muertos (Fig. 2). De igual modo,
especies marinas como los pelicanos pueden usar las areas costeras para establecer
sitios de alimentacién. En algunas ocasiones aprovechan los residuos de la pesqueria de
subsistencia como un subsidio que ofrece la actividad pesquera (Fig. 3).

S N = - S T e i T~

Figura 2. Coragyps atratus (zopilote negro) alimentandose de organismos muertos asociados a los
arribos de Sargassum spp.
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Fuente: fotos CABRERA, R]

Figura 3. Pelecanus occidentalis (pelicano buchén) a la espera de residuos de pesqueria en zona de
arribo de Sargassum spp. [Fuente: fotos CABRERA, R]

Complemento alimenticio en animales domésticos

Los estudios cientificos anteriores a la década de 1970 no lograron demostrar
claramente las ventajas de incluir algas en dietas animales. Sin embargo, hoy en dia una
extensa investigacion sobre los efectos de la incorporacion de algas marinas directamente
en la alimentacion animal, asi como la pulverizacién de extractos de algas sobre los
forrajes, y los andlisis detallados de las algas marinas, han demostrado que son ricos
en proteinas, minerales, vitaminas, grasas poliinsaturadas acidos, carbohidratos, fibras y
compuestos bioactivos, y que pueden incrementar el crecimiento, desarrollo, productividad,
salud general, inmunidad y la calidad del producto (EVANS & CRITCHLEY , 2014).

Los beneficios actualmente han sido documentados para una amplia gama de
animales, incluyendo vacas, pollos, ovejas, cabras, caballos, conejos, patos, peces,
camarones, ostras, moluscos y perros. Ejemplos de beneficios registrados en Costa Rica
se resumen en:

Mayor peso del huevo, altura de la albumina, grosor de la cascara y contenido
de acidos grasos n-3, mejora en el color de la yema, contenido reducido de colesterol y
triglicéridos en el huevo (WISCHNAT, 2013).
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Como fertilizante de tierras de cultivo y composta

Las algas marinas se han utilizado como fertilizantes durante varios siglos,
especialmente por las comunidades costeras (MCHUGH, 2003). Con el resurgimiento
del interés en la agricultura organica, ha habido una creciente demanda de productos
organicos, y como subproducto fertilizante se ha empleado en Costa Rica por parte de la
poblacion local (Fig. 4).

Se han realizado investigaciones sobre extractos de algas marinas y su uso
beneficioso en horticultura, como el mejoramiento de la germinacion y rendimiento, mayor

absorcion de nutrientes y resistencia a ciertas plagas (MC HUGH, 2003).

Figura 4. Procesamiento y preparacion de tierras de cultivo con porcentajes de Sargassum spp. A,
colecta del material en linea costera. B, secado del material con previo lavado para eliminar sales. C,
preparacion de zonas de camellones para el cultivo. [ Fuente: fotos CABRERA, R ].
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