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RESUMEN

Las microalgas son una fuente importante de moléculas de interés biomédico y nutricional
como los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs). En la busqueda de compuestos con actividad
antinflamatoria y antioxidante, el interés en ellas ha aumentado. Isochrysis galbana es conocida
por su alto contenido de PUFAs y otras sustancias bioactivas por lo que es considerada como fuente
de productos nutracéuticos y alimento funcional. En este trabajo se obtuvieron extractos de /.
galbana ricos en compuestos lipidicos y evalud su composicion y actividad bioldgica. Para ello, se
realizo la curva de crecimiento de /. galbana, para identificar sus etapas de crecimiento. A partir
de la biomasa se realizo la extraccion de lipidos con solventes, obteniendo los extractos de hexano
(Ext H) y acetato de etilo (Ext A). La composicion de acidos grasos se determiné mediante
cromatografia de gases. Se determind la actividad antioxidante mediante los ensayos de radicales
libres ABTS y DPPH. El efecto citotoxico fue evaluado en macréfagos RAW 264.7 mediante el
ensayo de actividad metabolica (MTT). La capacidad antinflamatoria se mididé determinando el
efecto de los extractos sobre la produccion de 6xido nitrico (NO) en macrofagos RAW 264.7
estimulados con LPS. Se obtuvieron 6,98 g de biomasa para un rendimiento de 0.99 g/L. El
rendimiento del Ext H fue 472 mg (15%) de lipidos y el Ext A de 142.1 mg (4.75%) de lipidos.
Del total de acidos grasos el 31.76 % fueron saturados, 22.5 % monoinsaturados y el 35 % PUFAs,
de estos el 12.78% fueron n-3 y el 22.95% n-6 para una relacion n-6/n-3 de 1.8. El potencial
antioxidante del Ext A fue mayor que el Ext H mediante las dos técnicas siendo 219.3 umol/g
Trolox y 65 umol/g Trolox a 500 pg/mL por ABTS y DPPH, respectivamente. El extracto H tuvo
mayor efecto citotoxico con un 61.5 4.1 % de viabilidad, mientras que con el extracto A se obtuvo
98.6 £1.7 % a 1.25 pg/mL. El extracto A no tuvo efecto sobre la produccion de NO en macréfagos
estimulados con LPS, mientras que el extracto H provoco un aumento en la produccion de NO de
7.5 +4.2 uM/mL hasta 26.04 = 2.56 pM/mL. No se comprobd la actividad antiinflamatoria de los
extractos, sino un efecto inmunoestimulante. Estos hallazgos pudieran relacionarse a la relacion n-
6/n-3 y otras moléculas presentes en los extractos que pueden ser de interés y requieren mayor

estudio.

Palabras claves: Isochrysis galbana, PUFAs, actividad antioxidante, capacidad antiinflamatoria
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ABSTRACT

Microalgae are an important source of molecules of biomedical and nutritional interest such
as polyunsaturated fatty acids (PUFAs). In the search for compounds with anti-inflammatory and
antioxidant activity, interest in them has increased. Isochrysis galbana is known for its high content
of PUFAs and other bioactive substances, which is why it is considered a source of nutraceutical
products and functional food. The aim of this work was to obtain extracts of /. galbana rich in lipid
compounds were obtained and their composition and biological activity were evaluated. The
growth curve of 1. galbana was made, to identify its growth stages. Solvent extraction of lipids was
carried out from the biomass, obtaining the extracts of hexane (Ext H) and ethyl acetate (Ext A).
The fatty acid composition was determined by gas chromatography. Antioxidant activity was
determined by ABTS and DPPH free radical assays. The cytotoxic effect was evaluated in RAW
264.7 macrophages by the metabolic activity assay (MTT). The anti-inflammatory capacity was
measured by determining the effect of the extracts on the production of nitric oxide (NO) in RAW
264.7 macrophages stimulated with LPS. 6.98 g of biomass were obtained for a yield of 0.99 g/ L.
The yield of Ext H was 472 mg (15%) of lipids and Ext A 142.1 mg (4.75%) of lipids. Of the total
fatty acids, 31.76% were saturated, 22.5% monounsaturated and 35% PUFAs, of these 12.78%
were n-3 and 22.95% were n-6 for a n-6 / n-3 ratio of 1.8. The antioxidant potential of Ext A was
higher than Ext H by the two techniques, being 219.3 umol / g Trolox and 65 pmol / g Trolox at
500 pg / mL by ABTS and DPPH, respectively. Extract H had a greater cytotoxic effect with 61.5
+ 4.1% viability, while extract A obtained 98.6 + 1.7% at 1.25 ng / mL. Extract A had no effect on
NO production in macrophages stimulated with LPS, while extract H caused an increase in NO
production from 7.5 £ 4.2 uM / mL to 26.04 + 2.56 uM / mL. The anti-inflammatory activity of
the extracts was not verified, but an immunostimulating effect. These findings could be related to
the n-6 / n-3 ratio and other molecules present in the extracts that may be of interest and require

further study.

Keywords: Isochrysis galbana, PUFAs, antioxidant capacity, anti-inflammatory capacity
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1. INTRODUCCION

Las microalgas representan una excelente fuente de nuevos productos naturales pues tienen
una enorme diversidad genética y bioquimica (Keewan y Naser, 2020). En especifico, Isochrysis
galbana es producida industrialmente como una importante fuente de alimento y aditivos para
piensos en la acuicultura (Bonfanti et al. 2018). Ademas, su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, proteinas, carbohidratos, vitaminas y otros componentes, la sitia como una
excelente opcion para la dieta humana (Heo ef al. 2012). Aunado a la calidad nutricional, algunas
fracciones y compuestos de esta microalga han mostrado actividad bioldgica como antioxidante,
antimicrobiana e inmunomoduladora (Hafsa et al. 2017; Matos et al. 2019; Riccio et al.., 2020), lo
que podria convertirla en un alimento funcional.

La inflamacion y el estrés oxidativo son parte esencial de la respuesta inmune. Sin embargo, aunque
ambos son esenciales para la proteccion, su desregulacion puede ser nociva para el organismo. La
inflamacién prolongada y descontrolada, también conocida como crénica, se asocia al
envejecimiento y a enfermedades neurodegenerativas, coronarias, intestinales, vasculares, artritis
reumatoide, obesidad (Hafsa et al. 2017; Sanz et al. 2017) y cancer (Krausgruber et al. 2011). Por
otro lado, el estrés oxidativo cronico, afecta a una amplia variedad de funciones fisiologicas y
participan en el desarrollo de enfermedades de tipo cronico-degenerativas (Sies ef al. 2017). La
pandemia actual causada por el virus SARS-CoV-2 muestra el riesgo de estas enfermedades pre-
existentes y el desenlace en las infecciones (Jordan et al. 2020). Por ello, es fundamental la
busqueda de nuevos compuestos que activen las vias antinflamatorias y antioxidantes, que puedan
prevenir o tratar estas patologias.

El empleo de nutracéuticos y alimentos funcionales es una estrategia cada vez mas abordada en la
literatura y la evidencia de que estas modificaciones dietarias pueden disminuir considerablemente
la inflamacion croénica in vitro y en modelos animales y humanos va en aumento (Marcos et al.
2003; Giugliano et al. 2006). En este contexto, en este trabajo se analizaron extractos de Isochrysis
galbana con el objetivo de evaluar el efecto antioxidante y antiinflamatorio en macréfagos RAW

264.7.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Respuesta Inflamatoria

El sistema inmune cuenta con un complejo sistema de moléculas, células y o6rganos que actian
coordinadamente para montar una respuesta contra agentes extrafios detectados por el mismo.
Dentro de las funciones del sistema inmune destacan la defensa contra agentes infecciosos, la
inmunovigilancia contra la emergencia de tumores y de enfermedades autoinmunes y alérgicas
(Toche, 2012). Para la mejor comprension del sistema inmune se divide en dos grandes grupos: la
respuesta innata y la respuesta adaptativa. El tiempo de respuesta, la especificidad de
reconocimiento, la presencia de recombinacion genética, tipos de receptores y la presencia o no de
memoria marca la diferencia entre una y otra. Sin embargo, ambas actian de forma integrada para
conformar la respuesta inmune donde la inmunidad innata es la primera linea de defensa,
reconociendo y eliminando agentes patdgenos, al mismo tiempo que se procesa y presentan
antigenos para la activacion de la inmunidad adaptativa. De este modo, se trabaja en conjunto para
orquestar una respuesta mas contundente y especifica (Abbas ef al. 2012).

Dentro del sistema inmune se encuentra la respuesta inflamatoria, la cual consiste en eventos
organizados y dinamicos que se activan ante la presencia de patégenos o dafo tisular (Abdulkhaleq
et al. 2018). El primer paso para desencadenar una respuesta inflamatoria es el reconocimiento de
un antigeno lo suficientemente inmunogénico para activarla. Las células de la inmunidad innata
residentes en los tejidos reconocen los antigenos mediante los receptores de reconocimiento de
patogenos y dafio (PRRs) que las mismas expresan y detectan los patrones moleculares asociados
a patdgenos y dano (PAMPs y DAMPs respectivamente) de los antigenos. Entre las moléculas que
reconocen se encuentran acidos nucleicos, lipoproteinas y carbohidratos. Células como los
macrofagos residentes en tejidos y mastocitos producen una variedad de mediadores inflamatorios
tales como quimiocinas, citocinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de cascadas
proteoliticas que promueven la inflamacién (Newton y Dixit, 2012).

Las alteraciones vasculares son esenciales para la liberacion de liquidos desde los vasos sanguineos

hacia los tejidos causando inflamacién y aislando al antigeno del contacto posterior con tejidos
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corporales, ya que las células del tejido danado producen histamina, prostaglandinas, 6xido nitrico
que promueve vasodilatacion. Con esto aumenta el flujo sanguineo, lo cual favorece la llegada de
leucocitos y mediadores inflamatorios que a su vez actian a nivel de las membranas de las células
endoteliales para aumentar la vascularidad y permitir asi la entrada de proteinas plasmaticas (Sanz
et al. 2017). Estos eventos de movilizacion estan mediados por moléculas de adhesion celular
(CAMs, por sus siglas en inglés), entre ellas ICAM-1 y 2, integrinas y selectinas. La union de éstas
y sus ligandos entre las células endoteliales e inmunes hace que éstas ultimas disminuyan su
velocidad de transito facilitando su llegada al sitio de infeccion o dafio (Sugimoto ef al. 2019).

Aunque la confluencia de células y moléculas producto de la inflamacion es esencial para la
proteccion, su llegada y funcion excesiva e incontrolada puede ser nociva provocando lesiones
tisulares e incluso disfuncion organica. Para evitar esto, el inicio de la inflamacion es paralela a
una serie de eventos destinados a equilibrar y controlar la respuesta inflamatoria, que idealmente
conduce a la resolucion de la misma. Uno de estos es la expresion de receptores co-inhibitorios
entre ellos el gen 3 de activacion de linfocitos (LAG-3), proteina 1 de muerte celular programada
(PD-1) y la proteina 4 asociada a linfocitos citotoxicos (CTLA-4) (Serhan y Savill, 2005). Sin
embargo, el estrés, la dieta o las enfermedades cronicas, causan que esta movilizacion de células y
moléculas se mantenga en el tiempo, al proveer estimulos que mantienen activos los mecanismos

de respuesta inflamatoria.

2.1.1. Generalidades de la Respuesta Inflamatoria

La respuesta inflamatoria se compone de células como los granulocitos (neutréfilos, eosinofilos y
mastocitos), monocitos, macrofagos, subpoblaciones de células dendriticas, células de Langerhans
y las células citotdxicas naturales (NK). Estas se distribuyen en el organismo de tal forma que
aumenta la eficiencia defensiva. De esta forma, los mastocitos, macrofagos y células dendriticas se
encuentran en forma de células centinela detectando antigenos de la dermis, las mucosas, entre
otros. Los neutrofilos, eosinodfilos y basoéfilos circulan en el torrente sanguineo, los cuales son
llamados al sitio de infeccion mediante la produccion de citocinas y quimiocinas lo que permite su

migracion al sitio de interés. Al reconocer antigenos mediante los PRRs, este tipo de células se
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activan y como consecuencia producen especies reactivas del oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS),
prostaglandinas y mas citocinas proinflamatorias (Sanz et al.., 2017).

Los macroéfagos juegan un papel fundamental tanto en la respuesta innata como en la adaptativa.
Son células versatiles cuya funcion no es solo la defensa del organismo sino también la homeostasis
tisular. Expresan una alta densidad de PRRs y responden rapidamente a la presencia de patogenos
y estimulos variables para iniciar la inmunidad innata. También presentan el antigeno a linfocitos
T para iniciar los mecanismos de la inmunidad adaptativa. Ademas, secretan alrededor de 100 tipos
de proteinas (enzimas, citocinas, quimiocinas, receptores y factores de crecimiento y transcripcion)
que median la defensa y la inflamacion del huésped. También participan en la regulacion de la
inflamacion recurriendo al reemplazo y remodelado de tejidos mediante la eliminacion de los
cuerpos apoptoéticos, de los neutréfilos muertos o danos en los tejidos (Davanso ef al. 2020; Gordon

etal..,2014).

2.1.2. Caracteristicas Fenotipicas de los Macrofagos

Los macréfagos se encuentran en la mayoria de los tejidos y su niimero aumenta durante la
inflamacién, enfermedades autoinmunitarias y el cancer (Gordon et al.., 2014). Sus células
progenitoras son las CD34" en la médula 0sea, que se diferencian en monoblastos y luego en pro-
monocitos, y finalmente en monocitos que se liberan en el torrente sanguineo. Los monocitos se
diferencian a macrofagos en presencia del factor estimulante de colonias de macrofagos y las
sefales ambientales (Hume, 2008).

Los macréfagos pueden adquirir distintos fenotipos funcionales en respuesta a diversas sefiales
ambientales (productos microbianos, células dafiadas, linfocitos activados) o bajo diferentes
condiciones fisiopatoldgicas. Estos fenotipos son: el M1 (cldsicamente activado) y el M2
(alternativamente activado). Productos microbianos como el lipopolisacarido (LPS) o citocinas
proinflamatorias como el interferon IFN-y o el factor de necrosis tumoral (TNF) estimulan el
fenotipo M1, que es caracteristico de una alta presentacion de antigenos, una alta produccion de
citocinas IL-12 e IL-23 y una alta produccion de 6xido nitrico (NO) y ROS. Los macréfagos de

tipo M1 estan involucrados en la eliminacion de patdgenos intracelulares y la resistencia a los
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tumores. La activacion cronica de macrofagos M1 pueden causar dafio tisular, especialmente en
condiciones asépticas. Por su parte, los macréfagos M2 activados son efectores de resistencia a los
parasitos, tienen propiedades inmunorreguladoras y orquestan la reparacion y remodelacion de
tejidos. Si bien el fenotipo M1 es importante para la resolucion de las infecciones y dafio tisular, si
el fenotipo no cambia de M1 a M2, la produccion excesiva de los mediadores proinflamatorios

puede causar el desarrollo de enfermedades inflamatorias (Krausgruber et al.., 2011).

2.1.3. Principales Componentes Moleculares de la Respuesta Inflamatoria

Las citocinas tienen multiples efectos sobre las células endoteliales vasculares, los leucocitos y la
médula dsea. Dentro de las principales citocinas proinflamatorias se encuentran el TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-8 e IL-12, producidas principalmente por macréfagos y mastocitos. Estas aumentan la
expresion de moléculas de adhesion y quimiocinas, asi como la produccion de neutréfilos,
incrementando asi las células que pueden ser reclutadas. También promueven la sintesis de otras
citocinas como el IFN-y, la cual es muy importante para la activacion de las células citotoxicas que
eliminan el patégeno (Abdulkhaleq ef al.., 2018).

El efecto de estas citocinas puede ser endocrino, paracrino y autocrino, lo que significa que van a
actuar a nivel de 6rganos como la médula 6sea y el higado, en otras células circundantes como las
del endotelio y en las mismas células productoras. De esta forma la respuesta inmune se potencia
y coordina, por lo tanto, los niveles de estas citocinas en el organismo estan altamente regulados.
Una vez eliminado el antigeno, los receptores de patogenos ya no tienen el estimulo del mismo lo
que conlleva a la inactivacion de las vias de sefalizacion que promueve la produccion de citocinas
pro inflamatorias. Sin embargo, se promueve la sintesis de citocinas con efecto antinflamatorio. El
balance entre ambas es muy importante. No obstante, este balance puede verse afectado debido a
patologias, la dieta y el estilo de vida. De este modo, es necesario encontrar formas alternativas de
reestablecer este balance mediante productos o alimentos, por lo que existe interés cientifico en
manipular ya sea potenciando, inhibiendo o dirigiendo la respuesta inmune (Giugliano et al..,
2006).

Dentro de los componentes moleculares de la respuesta inflamatoria también se encuentran las
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enzimas. Estas tienen un papel fundamental, ya que sintetizan moléculas y regulan vias de
sefializacion fundamentales en la inflamacion y su regulacién. Entre las enzimas claves
involucradas en la respuesta inmune se encuentra la ciclooxigenasa 2 (COX 2). Esta enzima
sintetiza importantes mediadores biologicos llamados prostanoides (prostaglandinas, prostaciclina
y tromboxanos) a partir de derivados del metabolismo del acido araquidénico que causan dolor,
hinchazon y rigidez. Es producida por macréfagos activados y otras células en el sitio de la
inflamacién (Sarkar et al. 2008). La inhibicion de la COX-2 puede aliviar los sintomas de la
inflamacién y dolor. Es un blanco para la regulacion a nivel farmacolédgico y se ha demostrado en
estudios in vitro que el efecto antiinflamatorio de compuestos de origen natural pasa por la
inhibicion de esta enzima (Attiq et al. 2018).

Otra familia de enzimas importantes durante la inflamacién son las proteinas cinasas activadas por
mitégeno (MAPK, por sus siglas en inglés). La regulacion de rutas de sefalizacion y el
metabolismo en general depende de la activacion o inhibicion de sus enzimas mediante su
fosforilacion o desfosforilacion de ahi que estas enzimas sean tan importantes. Por ejemplo, la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, que termina en la expresion moléculas y citocinas
proinflamatorias, depende de la fosforilacion de la proteina inhibitoria IkB-a por la IKKb. La via
de sefializacion de las MAPK en los macréfagos es una de las cascadas de sefializacion intracelular
mas investigadas involucrada en respuestas proinflamatorias inducidas por LPS, convirtiéndolas

asi en blancos para la generacion de respuestas antiinflamatorias (Mo ef al.., 2014).

2.2. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es una alteracion en el equilibrio entre los radicales libres generados como
resultado de reacciones metabolicas y la capacidad antioxidante en los sistemas vivos con
capacidad de oxidar biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) provocando modificaciones en su
estructura e inhibiendo su funcion normal. El establecimiento del EO afecta a una amplia variedad
de funciones fisiologicas y participa en el envejecimiento y en el desarrollo de enfermedades de
tipo crénico-degenerativas con impacto epidemiolédgico. Entre estas enfermedades se encuentran

las generadas por pro-oxidantes que modifican el estado redox y alteran la tolerancia a la glucosa,
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favoreciendo el EO mitocondrial en enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus (Forbes-
Hernéndez et al. 2014). Por otro lado, se encuentran las que se deben a EO de tipo inflamatorio y
una mayor actividad de la enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-oxidasa (NADPH x)

que conducen a la aterosclerosis e inflamacion cronica (Sies et al..; 2017).

2.2.1. Agentes Oxidantes

Un radical libre es un a&tomo o molécula con uno o mas electrones no apareados en el ultimo orbital
capaz de reaccionar con multiples biomoléculas oxidandolas. Son producto del metabolismo
celular y se pueden generar por fuentes exdgenas como la exposicion a rayos X, rayos UV, humo
de tabaco y contaminacion. Pueden tener efecto benéfico o perjudicial dependiendo
fundamentalmente de la cantidad y del sitio donde son generados. Los efectos benéficos de las
ROS se presentan a bajas concentraciones, participando en diferentes funciones fisioldgicas de la
célula como la defensa contra agentes infecciosos y la sefializacion celular. En estos casos, su
generacion esta regulada ademas por el sistema de compartimentalizacion celular que permite que
sean generados y actuen en un unico sitio normalmente delimitado, como por ejemplo, los
fagolisosomas. Por otra parte, el efecto nocivo se produce cuando se encuentran en cantidades
elevadas generando el EO. Debido a esto, es importante resaltar que el equilibrio entre los efectos
benéficos y perjudiciales de los radicales libres es un aspecto muy importante para los organismos
vivos, el cual se logra mediante mecanismos de “regulacion redox” a través de los sistemas de
defensa y atrapadores de radicales libres (Valko et al.., 2007).

Las ROS provienen en gran parte del metabolismo energético, donde el O> debe aceptar 4
electrones para ser reducido totalmente a H>O, sin embargo, se plantea que hasta el 2% de esta
reaccion puede ser incompleta. La incorporacion de un solo electrén origina el radical anion
superéxido (O%), que presenta un electréon desapareado y puede formarse ademas en cualquier
sistema capaz de generar electrones libres y que cuente con la presencia de oxigeno como por
ejemplo macrofagos, neutrofilos, leucocitos, fibroblastos y células del endotelio vascular. El
radical hidroperéxido (HO™?), es mucho més reactivo frente a biomoléculas y puede iniciar la

peroxidacion lipidica. El HO"? puede formar el peroxido de hidrogeno (H.0»), especie reactiva
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generada por una reaccion de dismutacion catalizada por la enzima superoxido dismutasa. El H>O:
es transformado en el radical hidroxilo ("OH), una especie mucho mas reactiva en presencia de
metales como fierro (Fe), cobre (Cu), cobalto (Co) y niquel (Ni) (Halliwell, 2007).

Entre las especies reactivas de nitrogeno (RNS), que pueden o no ser radicales libres, se encuentran
los radicales 6xidos nitrico (NO) y dioxido de nitrogeno (NO3) y los no radicales como el cation
nitronio (NO*") y el peroxinitrito (ONOO~). Dentro de las RNS, el NO es de gran importancia
debido a que es una molécula de sefializacion que estd involucrada en numerosos procesos
biologicos como la inflamacion, el control de la presion sanguinea, la inhibicién de la agregacion
plaquetaria y en procesos de neurotransmision. El NO se sintetiza enzimaticamente por medio de
la 6xido nitrico sintasa (NOS), una familia de enzimas con tres isoformas producto de tres genes
distintos. La tipo I o neuronal (nNOS) y la tipo III o endotelial (eNOS) son constitutivas y su
actividad esta regulada por concentraciones intracelulares de calcio. La actividad de la isoforma
tipo II o inducible (iNOS) es independiente de calcio y estd regulada transcripcionalmente por

citocinas como interferdn y o productos bacterianos como el LPS (Pedraza ef al..; 2006).

2.2.2. Regulacion Redox

Estos mecanismos de defensa son conocidos como sistema antioxidante, encargado de mantener el
equilibrio de las reacciones de 0xido-reduccion y sobrevivencia celular. El sistema antioxidante
incluye enzimas, secuestrantes de electrones y nutrientes, encargados de eliminar y reducir los
efectos de las ROS. En el organismo existe un equilibrio entre las ROS y los sistemas de defensa,
cuando éste se descompensa a favor de las ROS se establece en la célula el estrés oxidativo,
considerado el componente central de diversas patologias humanas (Poljsak, 2011).

Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los organismos aerobios cuentan con
sistemas de defensa antioxidante, que incluyen moléculas, enzimas y secuestradores quimicos que
previenen el dafio oxidativo. Entre las enzimas se encuentran la superdxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx). Entre las moléculas secuestradoras se encuentran
aquellas que se unen a los iniciadores del proceso oxidativo como el Fe y Cu que aceleran la

formacion de ROS, tal es el caso de las glicoproteinas que se unen al Fe transportandolo en el
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torrente sanguineo. También encontramos las que se unen a las especies reactivas e inhiben la
cadena de reaccion y propagacion en la formacion de radicales libres. Tal es el caso del 4cido urico,
un producto del metabolismo de las purinas capaz de atrapar radicales peroxilo, alcoxilo, ROS e
iones de Cu+ y Fet+. Ademas, la bilirrubina es un producto secundario del metabolismo del grupo
hemo con actividad antioxidante que inhibe la peroxidacion lipidica en los sistemas celulares
(Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2018).

Los antioxidantes exdgenos tienen un papel importante ya que pueden prevenir el EO o disminuirlo
una vez establecido. La dieta es la mayor fuente de antioxidantes exdgenos y microelementos para
la sintesis de enzimas antioxidantes. En este sentido, varios metales (Cu, Zn, Se, Mn y Fe)
participan como componentes o cofactores de enzimas, al igual que las vitaminas, dcido ascorbico,
a-tocoferol, B-caroteno, acido folico y PUFAs los cuales actuan como atrapadores de las ROS

(Shalaby y Shanab, 2013).

2.3. Relacion entre los Mecanismos Antioxidantes y Antiinflamatorios

La liberacion de ROS y RNS por las células de la inmunidad innata como un mecanismo de
eliminacion de patogenos determina que los eventos moleculares durante la respuesta inflamatoria
siempre estan relacionados con el balance redox. De hecho, la respuesta inmune en general depende
considerablemente de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo (Lauridsen, 2019). Asi por
ejemplo el lipopolisacarido (LPS), componente principal de la membrana externa de bacterias
Gram negativas y ligando del receptor de tipo Toll 4 (TLR4) aumenta considerablemente los
niveles de ROS en varios tipos celulares, lo que resulta en una respuesta proinflamatoria. Los
moduladores para el balance redox, aqui toman un papel importante como reguladores de la
respuesta inflamatoria, ya que la disminucién en la produccion de ROS es una forma de suprimir
las sefales intracelulares proinflamatorias, por lo que las vias de sefalizacion que llevan al aumento
o disminucion de ROS se han convertido en blancos de investigacion (Dyson et al. 2011).

La relacion entre los mecanismos de la respuesta inflamatoria y antioxidante se da a nivel
transcripcional mediante la regulacion cruzada entre las sefiales proinflamatorias con la activacion

del factor de transcripcion nuclear KB (NF-KB por sus siglas en inglés) y senales antinflamatorias

20



como la activacion del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2 por sus siglas en inglés). La via del NF-KB
promueve la produccion de ROS y citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1a y B, TNFa y otras.
Por otro lado, Nrf2 protege de la inflamacion activando cascadas antioxidantes, mediante la union
a la secuencia elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en inglés) (Mo et al.., 2014).
Esta se localiza en la region del promotor de genes que codifican para enzimas destoxificantes y
antioxidantes, relacionadas con la respuesta al estrés oxidativo. Entre ellas la flavoproteina
NADPH:quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), la glutation S-transferasa (GST), la y-glutamil
cisteina sintetasa (y-GCS) y la hemo oxigenasa 1 (HO-1) entre otras (Fainstein, 2007).

2.4. Beneficio de Moléculas Exogenas como Antioxidantes y Antiinflamatorias

La dieta es fundamental para la incorporaciéon de compuestos bioactivos, ya que una pobre
alimentacion puede comprometer la respuesta inmune provocando susceptibilidad a infecciones,
también la composicion de la misma puede favorecer un estado inflamatorio en el organismo
(Marcos y Montero, 2003). Los casos de enfermedades inflamatorias debido a malnutricién son
cada vez mas comunes, llegando incluso a proporciones alarmantes, pero al mismo tiempo crece
la evidencia de que modificaciones en la alimentacion pueden disminuir considerablemente la
inflamacién cronica. Por ejemplo, los componentes antioxidantes de las frutas y verduras pueden
tener efecto antiinflamatorio. Estudios observacionales han mostrado una asociacion inversa entre
la capacidad antioxidante dietaria, carotenoides séricos y vitaminas y marcadores de inflamacion
(Giugliano et al. 2006; Davanso et al. 2020; Brighenti ef al. 2005).

Dada la importancia de potenciar la respuesta antinflamatoria y antioxidante para la salud, existe
una busqueda activa e intensa de compuestos con esta capacidad. Existen multiples reportes de
compuestos con capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Cuadro 1). En estos estudios, el efecto
se mide con la disminucién significativa de marcadores como IL-1p, IL-6, NO, iNOS, TNFa,
PGE2, COX-2, ROS y cinasas de la via NF-kB en macréfagos que previamente son estimulados
con LPS y, por tanto, han tenido un aumento en estos marcadores. Uno de los modelos usados para
estudiar la inflamacion y el estrés oxidativo es la linea celular RAW 264.7. Estas son células del

tipo monocito/macrégafo murinas que fueron transformadas o inmortalizadas por el virus de
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leucemia Abelson (Taciak et al. 2018).

Cuadro 1. Efecto antiinflamatorio y antioxidante de moléculas exd6genas en macrofagos RAW
264.7 estimulados con LPS

Compuesto Marcadores Referencia
Extracto de fresa IROS, |INOS, |TNFa, |IL-6 Gasparrini et al.
2017

Extracto de semillas y raices de | |[NO, | TNFa, |PGE2, | COX-2, Kim et al. 2020

Platycodon grandiflorum VIL-1B, |IL-6, | NF-KB

Resveratrol (polifenol) INO, [iNOS, |TNFa, |PGE2, Zong et al. 2020
1COX-2, |IL-1B

Acido ursodeoxycolico INO, |IL-la y B, |IL-6, |NF-KB, Ko et al. 2017
T1L-10

Acido o-linolénico IROS, [iNOS, |COX-2, |TNFa, | Reny Chung, 2007
INF-KB, |pMAPKs

Acido Eicosapentanoico, JCOX-2, [iNOS, |IL-1B, |IL-6,| Wangetal 2010

Acido Docosahexaenoico ITNFa, 1Nrf2

Berberina INO, |COX-2, |[ROS, |TNFa, |IL-6 Mo et al. 2014

Acido Araquidénico, Acido | |[ROS, |NO, |iNOS, Ambrozova et al.

linoleico, Acido a-Linolénico, 2010

Acido Docosahexaenoico

Extracto etandlico de | |[IL-1B, |[IL-6, | TNFa, |[NO Takahashi et al.

Aurantiochytrium limacinum 2019

2.5. Microalgas como Fuentes de Productos Bioactivos

Las microalgas son un grupo muy diverso de microorganismos fotosintéticos con gran potencial
biotecnoldgico debido a la variedad y cantidad de biomoléculas que pueden sintetizar. Pueden ser
facilmente cultivables independientemente de la escala, se han adaptado a vivir en agua dulce y
salada y su productividad no esta marcada por las estaciones o el clima (Priyadarshani y Rath,
2012). Por estas caracteristicas, se han empleado en la industria quimica como fuente de sustancias
bactericidas (Al-Saif et al. 2014). En la industria cosmética, en el desarrollo de cremas y cosméticos
que suministran nutrientes a la piel y aumentan la tasa de regeneracion epidérmica (Ariede ef al.
2017). Debido a su capacidad para eliminar contaminantes orgéanicos, metales pesados y
metabolizar el nitrogeno se han usado en la limpieza del medio ambiente y el tratamiento de aguas
residuales (Scieszka y Klewicka, 2019). Por el rapido crecimiento de su biomasa y absorcién de

CO: se consideran una fuente de energia renovable y biocombustibles (Zhu et al. 2017). Ademas,
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se ha demostrado que producen un amplio espectro de metabolitos secundarios y sustancias
bioactivas valiosas.

Los compuestos bioactivos se definen como un grupo heterogéneo de moléculas que pueden ser
esenciales o no, presentes en pequeiias concentraciones en plantas y en alimentos en general con
comprobados efectos beneficiosos en la salud. Entre ellos se encuentran proteinas, carbohidratos,
y lipidos como los PUFAs, incluyendo los de la serie omega 3, ademés de polisacaridos,
polifenoles, esteroles y pigmentos (Borowitzka, 2013). Por lo que, en la industria de piensos, se
han usado como aditivo en animales de granja y en acuacultura. También se usan como
suplementos nutricionales (de Morais et al. 2015) y anualmente se producen toneladas de Spirulina
y Chlorella como fuente de PUFAs (Ibafiez y Cifuentes, 2013). Ademas, han sido incorporadas en
alimentos tales como pastas, galletas, panes, caramelos, yogures o refrescos (Garcia, 2013).

Al mismo tiempo, se ha demostrado con extractos y compuestos purificados de microalgas que
presentan propiedades anticancerigena, antiviral, antimicrobiana, antifiingica y antinflamatoria
(Kim et al. 2013; Wu et al. 2016; Hafsa et al. 2017; Russo et al. 2017; Takahashi et al. 2019; El-
Baz et al. 2020; Kim et al. 2020). En estos estudios, se ha comprobado que actiian inhibiendo la
produccion mediadores inflamatorios como NO, iNOS, COX2, IL-1B, TNFa, IL-6 y PGE2 de
macrofagos y linfocitos T, convirtiéndolos en fadrmacos potenciales para el tratamiento de
enfermedades no transmisibles (Serra et al. 2016). Especies como Isochrysis galbana (Matos et al.
2019), Spirulina spp (Wu et al. 2016), Platycodon grandiflorum (Kim et al. 2020), Dunaliella
salina (El-Baz et al. 2020), Aurantiochytrium limacinum (Takahashi et al. 2019), Phaeodactylum
tricornutum (Kim et al. 2013), Euglena gracilis (Russo et al. 2017), solo por citar algunos

ejemplos, han mostrado potencial inmunomodulador y antioxidante.

2.5.1. Compuestos Lipidicos Provenientes de Microalgas

Los lipidos son los compuestos extraidos de microalgas con mayor potencial de comercializacion
(Michalak et al..; 2017). La capacidad de las microalgas para almacenarlos es fundamental para
satisfacer la creciente demanda de alimentos y materias primas. Debido a su diversidad genética y

bioquimica, las microalgas tienen una gama excepcionalmente amplia de patrones lipidicos que se
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plantea son el resultado de su adaptacion al medio (Guschina y Harwood; 2006). La actividad
antiinflamatoria y antioxidante de las microalgas se ha reportado principalmente en las fracciones
lipidicas, donde se encuentran componentes como los PUFAs, pigmentos, esteroles, glicolipidos
como los mono- y di-galactosildiacilgliceroles (MGDG y DGDG) y cerebrosidos (Riccio et al.
2020). Extractos lipidicos de Porphyra dioica, Palmaria palmata, Chondrus crispus y Pavlova
lutheri inhiben la expresion de IL-6, IL-8, asi como varios genes que codifican para receptores y

enzimas como los TLR y MAP3K1 (Robertson et al. 2015).

2.5.1.1 Carotenoides. Los carotenoides son una familia amplia de moléculas de tipo isoprenoide
presentes en los pigmentos de los fotosistemas en las microalgas. Tienen propiedades antioxidantes
debido a su estructura con dobles enlaces conjugados que les permite captar electrones. Se ha visto
su efecto positivo en enfermedades neurodegenativas y propiedades anticancerigenas (El-Baz et
al. 2020; Mularczyk et al. 2020).

Se clasifican en carotenos y xantofilas. El B-caroteno es de las principales moléculas en este grupo
en cuanto a abundancia y actividad al ser precursor de la vitamina A. Las xantofilas tienen grupos
funcionales con oxigeno como por ejemplo el hidroxilo (luteina), carboxilo (cantaxantina) o ambos
(astaxantina) (Ru et al. 2020). La violaxantina, principal carotenoide de Chlorella ellipsoidea,
inhibe la produccion de NO y PGE2 en macrofagos RAW 264.7, lo cual se plantea sea mediante la
inhibicién de la ruta del NF-KB (Soontornchaiboon et al. 2012). El efecto antinflamatorio de
derivados de fucoxantina aislados de Sargassum siliquastrum fue evaluado a través de su habilidad
para inhibir el efecto proinflamatorio en macrofagos RAW 264.7. Se observé una disminucion de
ARN mensajero para los genes de las enzimas iNOS y COX2, asi como para los genes de las
citocinas TNF-a, IL-6 y PGE2 (Neumann et al. 2018). Estas propiedades antiinflamatorias estan
relacionadas con su efecto antioxidante, pues se sabe que la disminucion de ROS y RNS es un
fenotipo caracteristico en efectos antiinflamatorios (Zong et al. 2012; Mo et al. 2014; Ko et al.

2017).

2.5.1.2. Acidos grasos poliinsaturados Los acidos grasos son biomoléculas formadas por una

cadena larga de carbonos y un extremo carboxilo. Por la longitud de su cadena carbonada, pueden
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ser de cadena corta, media, larga y muy larga. También pueden presentarse una o varias
insaturaciones o dobles enlaces, clasificandose en saturados, mono- o polinsaturados. Por la
posicion de los dobles enlaces encontramos acidos grasos de la familia omega 3 (n-3 u ®-3) como
el acido alfa linolénico (ALN) y los de la familia omega 6 (n-6 u ®-6) como el acido linoleico (AL).
El AL y ALN se les denomina esenciales al tener que incorporarlos en la dieta pues el organismo
no posee las desaturasas que incorporen insaturaciones a partir del carbono 9. E1 AL y ALN son
precursores de otros PUFAs, de esta forma, el acido araquidonico (AA), principal producto de la
familia n-6, se sintetiza a partir del AL mientras que, el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA) son los principales productos de la familia n-3 y se sintetizan a partir del
ALN (Rodriguez-Cruz et al..; 2005).

Las microalgas producen mayor cantidad de PUFAs, que fuentes convencionales como los aceites
de pescado y plantas (Baker et al. 2020). Isochrysis galbana y Phaeodactylum tricornutum
producen casi el doble de EPA y Crytthecodinium cohnii produce cerca de seis veces mas DHA
que una fuente convencional (Robertson et al. 2015). Al comparar el contenido de PUFAs de una
mezcla de dos aceites de pescado con el de la microalga Schizochytium sp, se obtuvieron 36,4 % y
60,6 % de los lipidos totales, respectivamente, es decir que el contenido en la microalga fue el
doble que en el aceite de pescado (Conchillo et al. 2006). Especies como Chlorella,
Nannochloropsis, Schizochytrium sp., Crypthecodinium conhi, Cadophora fracta, Isochrysis
galbana, Cadophora fracta, Aurantiochytrium sp, Ulkenia, Schizochytrium, Phaeodactylum
tricornutum, Odontella, Crypthecodinium cohnii y Thraustochytrids son reconocidas por tener
gran cantidad de PUFAs sintetizados naturalmente, por lo cual se utilizan en la acuicultura y las
industrias de piensos (Katiyar y Arora, 2020).

Los PUFAs se encuentran en las células formando otras biomoléculas mediante la esterificacion
de su grupo carboxilo. De esta forma, pueden unirse al glicerol formando los triacilglicéridos
(TAG), principal sustrato energético de las células, siendo en algunas microalgas hasta el 80% de
los lipidos totales (Hu et al.; 2008). Los TAG se clasifican como lipidos neutros al tener
comprometidos sus grupos carboxilos e hidroxilo y expuestos sus colas hidrofobicas. Por otro lado,
los glicolipidos y fosfolipidos son lipidos polares al tener dos posiciones esterificadas y en la
tercera un carbohidrato o un grupo fosfato, respectivamente. El contenido de estos lipidos en

algunas microalgas puede ser de hasta el 90% de los lipidos totales. Los lipidos polares son
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componentes de las membranas y tienen un efecto directo en las propiedades de estas (Williams y
Laurents, 2010).

Sin embargo, la funcion de los acidos grasos va mas alla de la energética y estructural, sino que
son importantes reguladores metabolicos y de la respuesta inmune (Simopoulos, 2002). Ademas,
son precursores o intermediarios en la sefializacion celular (Sharma et al..; 2012). Los PUFAs
modulan la expresion de citocinas y moléculas de superficie, la proliferacion de linfocitos,
fagocitosis y la actividad de las células NK (Nair, 2018). Se han propuesto varios mecanismos
moleculares para explicar esto, los cuales no son excluyentes. De esta forma se plantea que la
expresion de genes, metabolismo de eicosanoides, sefalizacion celular y organizacion de las
membranas son los mecanismos por los cuales los PUFAs ejercen su funcion reguladora (Di
Nunzio et al. 2016; Lauritano, 2020).

Los PUFAs son precursores de los eicosanoides. Estos compuestos, tienen una funcioén similar a
las hormonas, induciendo respuestas de diversos tipos en el organismo, entre ellas la inflamacion.
Los derivados de eicosanoides pueden ser anti- o proinflamatorios dependiendo si provienen de la
serie n-3 o n-6, respectivamente, por lo que la relacion n-6/n-3 puede determinar el tipo de respuesta
que se induzca. Los llamados “cuerpos lipidicos” son un cimulo de compuestos lipidicos y donde
ademas se encuentran las enzimas para la sintesis de eicosanoides. Esta estructura se encuentra en
el citosol y se cree que desde ahi los PUFAs pueden ejercer su funcion reguladora determinando
qué tipo de eicosanoide se sintetiza en mayor proporcion. Se pensaba que estas estructuras solo
eran importantes en los adipocitos, sin embargo, son particularmente importante en las células del
sistema inmune (Yaqoob, 2003).

Otro nivel al cual los PUFAs ejercen su funcion reguladora es el estructural, en las membranas
biologicas. Al ser precursor de los fosfolipidos, esfingolipidos y otros componentes de la
membrana pueden afectar la fluidez de esta, lo cual es muy importante para la célula. La
composicion de PUFAs de la membrana, particularmente de los microdominios conocidos como
balsas lipidicas afecta los mecanismos de reconocimiento, adhesion celular, transporte de proteinas
y sefializacion celular. La funcién de las balsas lipidicas depende de su composicion, por lo que su
alteracion lleva a la modulacion de muchas vias de sefializacion de la respuesta inmune, lo cual se

ha visto particularmente en el receptor de células T (Shaikh y Edidin, 2006).
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2.6. Isochrysis galbana

Isochrysis galbana es un fitoflagelado unicelular marino del orden Chrysomonadales. Como otros
miembros de este orden, es rico en PUFAs (Kaplan et al..; 1986). Naturalmente, se encuentra
formando parte del fitoplancton, es decir en la base de la cadena alimenticia de los organismos
marinos. Por este motivo, desde la década del 50 del siglo pasado se ha empleado como suplemento
en el cultivo artificial de peces y moluscos (Ewart y Pruder, 1981). Desde entonces, se han realizado
multiples estudios con el objetivo de encontrar condiciones dptimas de cultivo para potenciar la
produccion del contenido lipidico y valor nutricional en general, evaluando la intensidad y duracion
de la luz, el pH, temperatura, salinidad y la concentracion de nutrientes (Fabregas ef al. 1986).
Debido a su alto contenido lipidico y especificamente de &cidos grasos Isochrysis galbana ha sido
considerada como una fuente para la obtencién de biocombustibles de tercera generacion. Este
consiste en una mezcla de ésteres monoalquilicos de acidos grasos de cadena larga. Es una energia
atractiva por diferentes razones: es renovable y podria ser abastecido de manera sostenible y
altamente biodegradable (Sanchez et al. 2013, Sukarni et al. 2018). En este sentido también se ha
evaluado su potencial en el cuidado del medio ambiente en la biorremediacion, especificamente en
el tratamiento de aguas residuales, siendo capaz de eliminar contaminantes como fenoles (Li et al.
2020).

Isochrysis galbana es conocida por su calidad nutricional al tener un alto contenido de PUFAs,
especificamente EPA y DHA, por lo que podria ser un buen sustituto del aceite de pescado en la
dieta humana, cubriendo asi las necesidades de cada vez mas poblacion. También suministra
esteroles, tocoferoles, pigmentos colorantes, y otras sustancias bioactivas por lo que es considerada
para su uso como fuente de productos nutracéuticos y alimento funcional (Pernet et al. 2003). Por

estos motivos se ha estudiado su composicion y la actividad biologica de sus extractos.

2.6.1 Efecto Antiinflamatorio y Antioxidantes de Isochrysis galbana

Dado el efecto nocivo para la salud de la inflamacion crénica y estrés oxidativo es importante la
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busqueda de compuestos de origen natural que puedan prevenir o tratar las patologias resultantes
de estas alteraciones. Si bien Isochrysis galbana es conocida por su abundancia de lipidos, también
se han estudiado sus extractos polares. El extracto acuoso de esta microalga fue caracterizado con
el objetivo de encontrar potenciales aplicaciones encontrando que los azlicares representaban el
22.8% del peso seco. La actividad antioxidante se evalué mediante la inhibicion del radical DPPH
encontrandose un 15.71% de inhibicion. El extracto tuvo actividad antimicrobiana contra las
bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 'y Enterococcus faecalis y antifiungica contra
Candida krusei, Candida glabrata y Candida parapsilosis. También tuvo actividad citotdxica en
células HeLa inhibiendo totalmente la proliferacion a la concentracion de 1 mg/mL y un 40 % a
0.031 mg/mL (Hafsa et al. 2017).

Esta microalga también es rica en cuanto a la abundancia de pigmentos. La composicion de [-
caroteno, fucoxantina, asi como actividad antioxidante y citotoxica fue evaluada para el extracto
acuoso, etandlico y para la biomasa seca. Se encontr6 una cantidad elevada de B-caroteno en la
biomasa total en comparacion con los extractos, mientras que la fucoxantina se encontrd en el
extracto etanolico. Ambos extractos tuvieron actividad antioxidante, alrededor de 50uM
equivalentes Trolox. Tanto la biomasa total como el extracto etandlico tuvieron efecto citotdxico
sobre células HeLa a Img/mL (0% de viabilidad), mientras que para el extracto acuoso se obtuvo
un 80% de viabilidad (Matos et al. 2019).

Los mono- y digalactosildiacilgliceroles (MGDG y DGDG) de 1. galbana, tanto en fracciones
como purificados, tuvieron actividad antinflamatoria al inhibir la producciéon de TNF-a en
macrofagos THP-1 estimulados con LPS (Riccio et al.., 2020). De igual forma tuvieron efecto
antinflamatorio en un modelo de hiperplasia epidérmica en ratones (Rodriguez-Luna et al.., 2018).
En cuanto a los PUFAs, en otro estudio se determino el contenido de lipidos siendo de 25.3% de
los cuales el 27.8 % eran saturados, 23 % monoinsaturados y 46.2 % polinsaturados. De estos el
33.6 % eran de la serie -3 y 12.1 % de la serie m-6 para una relacion o-3/m-6 de 2.8, lo cual es
beneficioso ya que prevalecen las propiedades antiinflamatorias de éstos. De hecho, se reporto
actividad antinflamatoria con un 79% de inhibicion de la enzima COX2 s6lo en el extracto lipidico,
no asi en el extracto acuoso (Bonfanti ef al. 2018). Este resultado es interesante ya que se ha
reportado actividad proinflamatoria en el extracto acuoso. Por ejemplo, los polisacaridos extraidos

de I galbana indujeron un aumento en el precursor de la citocina IL-1 en macrofagos J774A.1
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(Yu et al. 2010). Los extractos de hexano, éter, acetona y agua fueron evaluados encontrando una
mayor actividad antioxidante y citotdxica en el extracto de acetona (Custodio ef al. 2014).

Por las cualidades que muestra Isochrysis galbana en cuanto a la abundancia lipidica y la actividad
biologica que estos han tenido, en este trabajo se obtuvieron extractos de esta microalga ricos en

compuestos lipidicos para evaluar su composicion y actividad bioldgica.
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3. HIPOTESIS

Los extractos lipidicos proveniente de Isochrysis galbana tienen actividad antioxidante y
antiinflamatoria provocando la inhibicion de radicales libres y de la generacion de 6xido nitrico en

macrofagos RAW 264.7.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antioxidante y antiinflamatorio de extractos lipidicos provenientes de Isochrysis

galbana en macréfagos RAW 264.7.

4.2 Objetivos Particulares

1. Establecer las condiciones de cultivo y obtencion de la biomasa de Isochrysis galbana.

2. Obtener los extractos lipidicos por separacion con solventes y determinar el perfil de acidos
grasos por cromatografia de gases.

3. Evaluar la actividad antioxidante mediante las técnicas de ABTS y DPPH

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria mediante la inhibicion de la produccion de 6xido

nitrico en macréfagos RAW 264.7 activados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo y Curva de Crecimiento de Isochrysis galbana

La cepa de Isochrysis galbana que se utilizd en este trabajo fue amablemente facilitada por el
Laboratorio de Acuacultura del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la
Universidad de Sonora (DICTUS) y se mantuvo en cultivo bajo condiciones controladas en el
Laboratorio de Cultivos de Células de Cancer. Se realizaron cultivos no axénicos y estaticos sin
recambio (Stein 1973), en medio de cultivo “t/2” (Guillard y Ryther 1962) disuelto en agua de mar
que fue proporcionada por DICTUS Unidad Bahia Kino. La misma provino de una toma directa a
través de un sistema de filtracion mecéanica con un filtro tipo esfera con arena de silica, pasando
posteriormente a un filtro tipo bolsa de algodon, con tamafio de poro de 1 um. Los medios de
cultivo y el material para realizar las siembras fueron previamente esterilizados en una autoclave a
121 ° Cy 1.05 kg cm-2 de presion durante 20 minutos. La iluminacion continua fue provista por
lamparas de luz fluorescente de 17 Watts, (100 pEms™'). La temperatura del laboratorio se
monitore6 diariamente, siendo de 24 + 1°C.

Para la obtencion de la curva de crecimiento se inoculd a Isochrysis galbana en matraces
Erlenmeyer por triplicado a una densidad celular inicial de 1x10° células/mL en un volumen total
de 150 mL. Se realizaron conteos celulares diarios utilizando un microscopio compuesto

(MicroscOptics, IV900 series) y una camara Neubauer (Paniagua et al... 1989).

5.2. Obtencion de la Biomasa

Se realizaron cultivos escalonados por triplicado desde tubos de ensayo (2 mL) a matraces
Erlenmeyer (150 mL), posteriormente a matraces Fernbach (1,5 L) y finalmente a garrafones (15
L) de medio f/2 (Guillard y Ryther, 1962). Se cosecharon en total 70 L de cultivos durante la fase

estacionaria de crecimiento y se centrifugd a 7000 rpm durante 15 min y a una temperatura de 4
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°C (Beckman Coulter, Avanti J-26S XPI ). Los concentrados de la biomasa celular se depositaron
en tubos Falcon previamente pesados en una balanza analitica. Estas muestras fueron liofilizadas
(Labcono FreeZone 6 plus) a una temperatura de -48 a -50 °C y a una presion maxima de 0.80
milibares y se evalud la cantidad de muestra obtenida. Los concentrados de biomasa liofilizada

fueron conservados en un ultracongelador a -80 °C (Thermo Scientific, 900 series).

5.3. Obtencidén de Extractos

Para la obtencion de los extractos se utilizo la técnica de solventes asistida con ultrasonido
(Esparza-Espinoza et al. 2021). Se utilizaron dos solventes: el hexano, de naturaleza mas
hidrofobica, donde potencialmente se disuelven los lipidos més apolares o neutros y el acetato de
etilo, de polaridad intermedia. Para ello se tomaron 3 g de biomasa liofilizada a la cual se anadieron
50 mL de hexano y se lisaron las células por sonicacion durante 30 minutos (Branson 2800). El
material disuelto en hexano se filtr6 al vacio con papel Whatman No 1, obteniendo asi el extracto
de hexano (Ext H). Con la masa no disuelta se repitio6 el proceso con acetato de etilo, obteniéndose
de esta forma el extracto de acetato de etilo (Ext A). Los solventes fueron eliminados por
evaporacion bajo presion reducida a 40 °C (Yamato RE601 Scientific Co, LTd Tokyo). La masa
obtenida de los extractos se colocd en frascos previamente pesados para la determinacion del

rendimiento en peso seco.

5.4. Caracterizacion del extracto de hexano

Se realizo la caracterizacion del extracto de hexano en cuanto a su composicion de acidos grasos.
Para ello, los acidos grasos fueron esterificados segun la técnica de Christie et al... (1982) y
Chouinard et al... (1999). La cuantificacion de acidos grasos se realizo en un cromatografo de gases
(Thermo Scientific TRACE 1310 GC) con una columna capilar DB-23 de 30 m de longitud, con

un didmetro interno de 0.25 mm y 0.25 um de espesor. Se utilizé helio como gas acarreador. Para
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la separacion de los ésteres metilicos de acidos grasos se programd una rampa con diferentes
temperaturas (Cuadro 2). Para identificar el perfil de acidos grasos se utilizé un estandar externo
compuesto por 37 &cidos grasos (FAME Mix C4-C24, Supelco). Los acidos grasos fueron

calculados como porcentaje de los &cidos grasos metilados.

Cuadro 2. Condiciones del cromatografo de gases para la determinacion de acidos grasos.

Tiempo (min)  Incremento (°C/min)  Temperatura (°C)
0 1 50
1 3 175
2 16 230

Tiempo de corrida: 45 minutos

5.5. Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Para establecer la actividad antioxidante de las fracciones aisladas, se realizaron dos ensayos de
actividad de atrapamiento, el ensayo de radicales 2,2-difenil-I1-picrilhidrazil (DPPH) y el ensayo
de radicales de acido 2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) segiun el método
publicado por Osuna-Ruiz et al. (2016). Cada experimento se realizo al menos por triplicado con
cinco réplicas por condicion experimental. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de
calibracion con el andlogo de la vitamina E, Trolox. Se obtuvo el porcentaje de inhibicion a

concentraciones conocidas mediante la siguiente formula:

% Inhibicion ==—-" X100 (1)

donde Ac es la absorbancia del control y Am la absorbancia de la muestra.
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5.5.1. Determinacion actividad de Atrapamiento con el Ensayo de Radicales de Acido 2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)

Se prepard una solucion con 8 mg del radical ABTS en 1 mL de H>O destilada, se mezcld con
persulfato de potasio (K2S20sg) (1.3 mg/mL) a una relacion 1:1 y se almacend durante 16 h en
oscuridad a temperatura ambiente. Se evaluaron los extractos a 500, 250, 125, 62.5y 31.25 pg/mL.
En cada tubo se adicionaron 900 pL del reactivo y 100 pl de la muestra incubando 30 minutos en
la oscuridad a temperatura ambiente. Se ley6 la absorbancia a 734 nm (GENESYS 10S, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Finalmente, la capacidad antioxidante fue reportada como

promedio de micromoles equivalentes de Trolox (umol/g) para cada extracto a cada concentracion.

5.5.2. Actividad de Atrapamiento de Radicales Libres por el Ensayo de Radicales 2,2-difenil-
I-picrilhidrazil (DPPH)

Se evaluaron los extractos a 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 pg/mL. En cada tubo se adicionaron 900
ul del reactivo DPPH a 3mM preparado en hexano: metanol 1:1 (v:v) y 100 pl de la muestra
dejandose 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se leyo6 la absorbancia a 540 nm
(GENESYS 10S, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). La capacidad antioxidante fue

reportada como promedio de micromoles equivalentes de Trolox (umol/g) y % de inhibicion.

5.6. Cultivo y Mantenimiento de la Linea RAW 264.7

Las cé¢lulas RAW 264.7 fueron mantenidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium Glutamax, Gibco) suplementado con estreptomicina (1%), glutamina (1%) y suero fetal
bovino al 10% (Gibco). Fueron incubadas y mantenidas a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 %,

haciendo pases cada 2 a 3 dias, siendo utilizadas siempre en su fase exponencial de crecimiento.
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5.7. Ensayo de actividad Metabolica (MTT)

Para determinar la concentracion de extractos a usar como tratamientos en los cultivos, se evaluo
el efecto citotoxico de los extractos H'y A sobre las células RAW 264.7 mediante el ensayo MTT.
Para ello, las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (Costar 3596, Corning
Incorporated) a una densidad de 5x10* células/pocillo en 100 uL. DMEM. Después de 24 h de
incubacion en condiciones de cultivo, se retird el medio y se lavaron las células en cada pocillo con
solucion salina fisiologica. A continuacion, se afiadié por separado cada tratamiento, el extracto H
y extracto A, 4cido linoleico conjugado (CLA) (Stepan-Nutrition), el isomero 9 cis -11 trans-CLA
(Stepan-Nutrition) a diferentes concentraciones 200, 100, 50 y 20, 10, 5, 2.5 y 1.25 pg/mL, se
incluyo ademas el DMSO (Sigma-Aldrich) como control de vehiculo y medio de cultivo como
control negativo de estimulo, y se incubaron durante 24 h. Después de la incubacion, se retir6 el
medio con los tratamientos y se afiadieron 100 pL de reactivo MTT Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (Sigma Life Science) (250 pg) y se incubaron durante 4 h.
El reactivo fue retirado y el formazan cristalizado se disolvidé con 100 pl de DMSO. Se leyo6 la
absorbancia a 570 nm usando un lector de placas ELISA (Multiskan GO Reader Thermo

Scientific). Los resultados se reportaron en % de viabilidad segun la formula:

Am

% Viabilidad = e

X 100

5.8. Evaluacion de la Produccion de Oxido Nitrico

Para determinar el efecto antiinflamatorio de los tratamientos, se evalud la concentracion de NO
inducida sobre las células RAW 264.7. Para ello, las células fueron sembradas en placas de 48
pocillos a una densidad de 2.5x10° células/pocillo en 500 pL de DMEM, después de 24 h de
incubacidn se anadieron los tratamientos con el extracto H, extracto A, CLA y el isomero 9 cis -11

trans-CLA a 50, 20, 10y 5 pg/mL, se evalud un grupo con el estimulo de LPS y otro sin el estimulo
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a fin de comprobar si la respuesta se debia también a los extractos. Después de 24 h de incubacion
se recolecto el sobrenadante y se analizé de inmediato. Se tomaron 100 pL de sobrenadante y 100
ul del reactivo de Griess (dihidrocloruro de N-(1-Natftil) etillenediamina; 4cido sulfanilico en 5%
H3POy4) y se colocaron en placa de 96 pocillos (Costar, 9018 Corninng Incorporated). Después de
mezclar se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad para medir la
absorbancia a 545 nm en un lector de placas ELISA (Multiskan GO Reader Thermo Scientific).
Previamente se realizd una curva estandar de soluciones de nitrito de sodio con concentraciones

entre 0 y 24 uM.

5.9. Analisis Estadistico

Se realiz6 un disefio completamente al azar. Se comprob6 la normalidad de los datos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Cuando los datos fueron normales, se realizo un ANOVA de una
via y prueba de Tukey para la comparacion de medias usando un nivel de significancia de p<0.05.
Con los datos que no cumplieron la normalidad realiz6 un ANOVA de dos vias con el método de
Welch y la prueba no paramétricas de Kruskal-Wallis usando un nivel de significancia de p<0.05.

Estas pruebas se realizaron con el paquete estadistico Minitab 17.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cultivo y Curva de Crecimiento de Isochrysis galbana

La produccion de lipidos de Isochrysis galbana varia dependiendo de la fase de crecimiento, asi
como de las condiciones de cultivo. Por este motivo, con el objetivo de caracterizar el cultivo y
determinar el dia 6ptimo de cosecha se obtuvo la curva de crecimiento de /. galbana con el conteo
celular por dia durante 10 dias (Figura 1). Se observo la fase exponencial desde el dia 1 triplicando
su nimero de 10° a 3x10° células/mL, sin fase de latencia, con un rapido aumento de biomasa

llegando hasta 3.6x10° células al dia 5 de cultivo.

Curva de crecimiento de Isochrysis galbana

Densidad celular
Celml-1x 108

0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
Dias de cultivo

Figura 1. Curva de crecimiento de /. galbana. El cultivo se mantuvo en condiciones de fotoperiodo
con iluminacién continua de 100 pE m? s, temperatura y medio estandar. Se observa fase
estacionaria temprana al dia 5. Los valores corresponden al promedio = DE (n=3).

Este comportamiento puede atribuirse al uso de la iluminacién continua y a la disponibilidad de
los nutrientes, ya que se ha reportado una fase de latencia mayor al disminuir el tiempo de
iluminacion o la concentracion de nutrientes como nitrogeno y fosforo. Tal es el caso de

Roopnarain et al. (2014), donde se reporta una prolongada fase de latencia hasta el dia 4 y el inicio
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de la fase estacionaria hasta el dia 14 con un fotoperiodo de menor iluminaciéon con un ciclo de
luz/oscuridad de 10:14. En ese estudio, evaluaron el efecto de la concentracion de nitrogeno del
medio sobre la produccion de biomasa y acumulacion de lipidos de Isochrysis galbana reportando
que si bien la biomasa no aumenta en un medio depletado de N, la produccion de lipidos si. ElI-Din
(2019) evaluo el efecto de la concentracion de hierro y fésforo en la acumulacion de TAG en 1
galbana, encontrando la duplicacién desde el dia 1, sin fase de latencia y el inicio de la fase
estacionaria el dia 8 para el tratamiento control. Sin embargo, en los tratamientos depletados de Fe
y P, el crecimiento de biomasa disminuye acortdndose la fase exponencial corroborando que la
disponibilidad de nutrientes en el medio puede modificar el inicio y la presencia de la fase de
latencia y la fase estacionaria.

En nuestro estudio se observo que, a partir del dia 5 comenzo la fase estacionaria con aumentos de
densidad hasta 4.5 x 10° células/mL, pero sin llegar a duplicar y con fluctuaciones debido a cambios
en las condiciones ambientales, especificamente la temperatura el dia 7, en el que se registrdé una
disminucion hasta 22°C y en consecuencia una disminucion en el crecimiento.

Se determinaron parametros poblacionales como la tasa especifica de crecimiento, la cual se define
como el incremento en la densidad celular por unidad de tiempo, considerando las densidades de

células durante la fase de crecimiento exponencial con la siguiente férmula:

n= log2 (X2-X1)/t2-tl (2)

Donde, X1 es la densidad celular al tiempo (t1), y X2 es la densidad celular al tiempo final (t2).

A partir de estos datos se calculd el tiempo de generacion:

t.g=1/n (3)

La tasa especifica de crecimiento fue de 1.39 divisiones por dia y el tiempo de generacion de 0.76

dias. Este valor de tasa especifica de crecimiento es mayor que el reportado por Nogueira y
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colaboradores en el 2015 para I. galbana, Phaeodactylum tricornutum 'y Nannochlorosis oceanica
de 0.84, 0.87 y 0.63 divisiones por dia, respectivamente. En ese estudio evaluaron el efecto de la
intensidad de la luz en la acumulacién de TAG con fotoperiodo menor al utilizado en este trabajo
de 12:12 horas. De esta forma se confirma que las condiciones empleadas en este trabajo y el
fotoperiodo de 24 horas favorece el crecimiento y por consiguiente la obtencién de una mayor

biomasa en menos tiempo.

6.2. Obtencidn de la Biomasa

De acuerdo con los datos obtenidos en la curva de crecimiento de la microalga, se decidié cosechar
el total de la biomasa el dia 6 del cultivo, correspondiendo a la etapa temprana de la fase
estacionaria. De la etapa final de cultivo se obtuvo un volumen de 70 L el cual fue cosechado
obteniendo un total de 6.98 g de biomasa para un rendimiento de 0.99 g/L (Figura 2). Nogueira et
al. (2015), obtuvieron un rendimiento menor de 0.88 g/ LL en un estudio donde evaluaron el efecto
de la intensidad de la luz en la acumulacion de TAG, utilizando condiciones de cultivo similares a
las nuestras excepto por el fotoperiodo de 12:12 en lugar de 24 h. Mientras que Sanchez et al.
(2000) obtuvieron 1.92 g/L en un estudio donde evaluaron diferentes medios de cultivo en la
obtencion de biomasa y composicion bioquimica de Isochrysis galbana, en este caso utilizaron
fotobioreactores con una intensidad luminica superior a la utilizada en el presente estudio (40-43
W vs. 17W), si bien en este caso el objetivo era obtener mayor biomasa y estudiar su composicion,
mas que potenciar la produccion lipidica y evaluar su efecto como en este trabajo.

El inicio de la fase estacionaria coincide con la mayor produccion de lipidos, sin embargo, estos
pueden ser de diferente clase en la fase estacionaria temprana y tardia (Fidalgo ef al. 1998). Lin et
al. (2007) evaluaron el efecto de la fase de crecimiento y la fuente de nutrientes en la composicion
de acidos grasos de Isochrysis galbana, reportando una mayor proporcion de PUFAs en la fase
estacionaria temprana (utilizada en este estudio). En la fase estacionaria tardia, aumenta la
produccion de lipidos no polares como los TAG. Ademas, a medida que el cultivo envejece el
metabolismo de este cambia, produciendo otros compuestos extracelulares que contribuyen al

aumento de la biomasa, pero no necesariamente a la fraccion lipidica (Sharma et al. 2012).
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Figura 2. Escalado del medio de cltivo para obtencion de biomasa. A: 150mL, B: 1.5L, C: 15L.

6.3. Obtencion de los Extractos Lipidicos

La naturaleza quimica y la polaridad de los solventes utilizados para la extraccion determinan en
gran medida el rendimiento y la actividad de los extractos (Monteiro ef al.., 2020). Por otro lado,
uno de los puntos mas criticos en la extraccion de bioactivos de microalgas es la seleccion de una
técnica de extraccion adecuada. La pared celular de las microalgas, compuesta generalmente por
polisacaridos, glicoproteinas y minerales, debe romperse adecuadamente para recuperar
eficazmente compuestos bioactivos intracelulares. Por este motivo, los métodos fisicos como, el
ultrasonido, son usados eficazmente para extraer los compuestos intracelulares (Sefiorans et al..,
2020).

En este sentido, para conocer la composicion y actividad biologica de los lipidos presentes en
Isochrysis galbana se realiz6 la extraccidon con n-hexano y acetato de etilo, usando el ultrasonido
como método de disrupcion celular. De esta forma se obtuvieron extractos con un solvente mas
hidrofobico (hexano) y otro de polaridad intermedia (acetato de etilo) a fin de conocer mejor las
aplicaciones potenciales de sus componentes (Figura 3). El rendimiento de la fraccion de hexano
(472 mg, 15%) fue mas del triple que la de acetato de etilo (142.1 mg, 4.75%). Esta proporcion
coincide con lo reportado por Custddio ef al... (2014) donde emplearon solventes con polaridad
similar y un método de disrupcion, obteniendo un 11% de extracto de hexano de Isochrysis galbana

mientras que, para los extractos con éter dietilico y acetona fue de un 2.9 % y 3.3%,
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respectivamente. Al mismo tiempo, obtuvieron los mismos extractos para Tetraselmis sp. and
Scenedesmus sp reportando rendimientos menores no mayores al 2% para ninguno, lo cual
confirma la riqueza lipidica de Isochrysis galbana.

Shekarabi et al... (2019) obtuvieron 17.89% de rendimiento en un estudio donde evaluaron el efecto
de diferentes métodos de secado en los componentes nutricionales de /. galbana. En este caso, la
extraccion se realizo mediante el método de Bligh and Dyer que utiliza una mezcla de solventes en
volumen de hexano: metanol en proporciéon 1:1 lo cual permite extraer mas compuestos, pero en
un rango de polaridad mas amplio, lo que podria explicar el mayor rendimiento. Yu et al... (2010)
también emplearon mezcla de solventes obteniendo un rendimiento incluso mayor, de 21.7 % con
una mezcla de n-hexano: etanol en proporcion 1:1 v:v extraidos de . galbana. En este caso la
extraccion se realizd con el aparato de Soxhlet, a lo cual pudiera deberse el aumento del
rendimiento con respecto al usar mezcla de solvente solamente. Soto-Ledn et al... (2014) utilizaron
el aparato de Soxhlet, pero sin mezcla de solventes, obteniendo 18.52 % de rendimiento extraidos
con n-hexano de Tetraselmis suecica. Por otra parte, Ebrahimzadeh et al... (2018) obtuvieron un
4.54 % de rendimiento, valor cercano al obtenido en este trabajo, para un extracto de acetato de
etilo obtenido de Nannochloropsis oculata.

Los resultados de rendimiento obtenidos en el presente trabajo se encuentran dentro del rango
reportado y son adecuados para los objetivos planteados. Si bien el uso de mezclas de solventes
podria aumentar el rendimiento, debe tenerse en cuenta que teniendo como objetivo la evaluacion
de su actividad bioldgica la obtencion de extractos menos diversos podria facilitar la comprension

de sus efectos biologicos.
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Figura 3. Extractos de hexano (A) y acetato de etilo (B).

6.4. Caracterizacion del Perfil de Acidos Grasos de la Fraccion de Hexano

Isochrysis galbana es conocida por su alta produccion de lipidos, entre ellos los PUFAs,
especialmente los de la familia n-3. Para determinar la composicion de acidos grasos se analiz6 el
extracto de hexano mediante cromatografia de gases, pues al obtenerse menor rendimiento del
extracto de acetato de etilo, no fue suficiente para el andlisis. La composicion especifica de cada
uno de ellos se muestra en la Cuadro 3. Del total de muestra lipidica el 79.71 % fueron acidos
grasos identificados y 9.92% desconocidos, quedando un 10.37% de compuestos lipidicos que
pudieran ser carotenoides sintetizados en forma de pigmentos que utilizan para la fotosintesis

(clorofila, fucoxantina, B-caroteno), vitaminas y esteroles (Sefiorans et al.., 2020).
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Cuadro 3. Composicion de acidos grasos (g acido graso/100g muestra) del extracto de hexano
determinada por cromatografia de gases.

Acido graso Nombre comtin %
C12:0 Acido Laurico 0.72
C14:0 Acido Miristico 7.5
C15:0 Acido Pentadecanoico 0.33
C16:0 Acido Palmitico 2.6
C17:0 Acido Heptadecanoico 0.52
C18:0 Acido Esteérico 2.9
C20:0 Acido Araquidico 2.4
C21:0 Acido Heneicosanoico 1.3
C22:0 Acido Behenico 2.41
C23:0 Acido Tricosanoico 1.04
C24:0 Acido Lignocérico 2.35
YXSFA 24.07
C18:1 n9 (9¢) Acido Oleico 15.6
C20:1n9 (11c) Acido Eicosenoico 1.6
C22:1n9 Acido Erticico 1.8
C24:1 n9 Acido Nervénico 0.91
YMUFAs 19.91
C18: 2 n6 (n6c) Acido Linoleico 4.4
C18:3 n6 Acido Y-Linolénico 15.1
C20:2 n6 (11, 14c¢) Acido Eicosadienoico 1.2
C20:3n6 (8,11,14¢) Acido Eicosatrienoico 0.46
C20:4 n6 Acido Araquidénico 0.59
C20:3n3 (11,14,17) Acido Eicosatrienoico 0.98
C20:5n3 (5,8,11,14,17¢) Acido Eicosapentanoico 1.1
C22:21n6 (13,16¢) Acido Docosadienoico 1.2
C22:6 n3 (4,7,10,13,16,19) Acido Docosahexaenoico 10.7
YPUFAs 35.73
¥n3 27.88
Zn6 22.95
n6/n3 1.8

XSFA: Total de acidos grasos saturados, XMUFAs: Total de 4cidos grasos monoinsaturados, XPUFAs: Total de
acidos grasos poliinsaturados.

En cuanto a la composicion de PUFAs, el 12.78% fueron de la familia n-3, siendo el acido
docosahexaenoico (DHA) el de mayor proporcion con 10.7 %. Este resultado es consistente con lo
anteriormente reportado acerca de que este es el PUFA de la familia n-3 mas encontrado en

Isochrysis galbana. Custddio et al... (2014) reportaron 12.68 % de DHA, Sefiorans et al... (2020)
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entre 9 % y 12 % y Bonfanti ez al... (2018) 9.2 % lo que situa los resultados aqui obtenidos dentro
del rango de lo reportado con los métodos mas usados de extraccion (Folch, Bligh and Dyer,
hexano). El DHA, al igual que el 4cido eicosapentanoico (EPA), del cual se obtuvo un 1.1% del
total de acidos grasos, son conocidos por sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.
También son conocidos sus efectos beneficiosos en el sistema cardiovascular, la funcién cognitiva,
demencia y en general en el desarrollo cerebral (Rodriguez-Cruz et al..; 2005). Teniendo en cuenta
que la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria recomienda una ingesta diaria de 250 mg de
PUFAs de la familia n-3 y dado que en este estudio se obtuvo un total de 128 mg de estos por
gramo de biomasa seca, podria decirse entonces que 2 g son suficientes para cumplir los
requerimientos dietarios.

Por otro lado, de la familia n-6 se obtuvo un 22.95% del total de &cidos grasos, siendo el acido -
linolénico el de mayor proporcion con un 15.1 %, seguido del acido linoleico (AL) con 4.4 %. Esta
cantidad de 4acidos grasos de la familia n-6 es mayor que el reportado por otros autores para
Isochrysis galbana como Bonfanti ef al... (2018) que reportaron 12.1% de PUFAs de la familia n-
6, siendo el AL el de mayor proporcion con 9.6 %. Sefiordns ef al... (2020) reportaron entre 5.8%
y 7.2% de PUFAs de la familia n-6, siendo el AL y Acido Araquidénico (AA) con valores entre
2.9 % y 3.5%. Custddio et al... (2014) reportaron 13.79 % de n-6, siendo el AL el de mayor
proporcion con 12.07 %. En estos estudios se realizo la determinacion también por cromatografia
de gases, sin embargo, no realizaron el cultivo de la microalga, sino que trabajaron a partir de la
biomasa. Por lo cual, las condiciones de cultivo y la obtencion de biomasa pueden ser los factores
determinantes en el aumento de 4cidos grasos n-6 en este trabajo.

Se obtuvo una relacion n-6/n-3 de 1.8 dado la mayor cantidad de PUFAs n-6. Las familias n-3 y n-
6 tienen diferentes funciones, incluso contrapuestas. Los derivados de eicosanoides pueden ser
anti- o proinflamatorios dependiendo si provienen de la serie n-3 o n-6, respectivamente. Debido a
esto se ha planteado que la relacion n-6/n-3 puede determinar el tipo de respuesta que se induzca.
Cada vez mas evidencia apunta a que la ingestion de productos con valores elevados de esta
relacién (>1), como muchos de la dieta occidental, promueven el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes y cancer, mientras que una menor relacion n-6/n-3 (<1) puede
prevenirlas (Simopoulos, 2002). En este caso, la mayor proporcion de PUFAs de la familia n-6

puede indicar un posible efecto proinflamatorio del extracto H.
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6.5. Evaluacidn de la Actividad Antioxidante

6.5.1. Determinacion Actividad de Atrapamiento con el Ensayo de Radicales de acido 2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)

Como se muestra en la Figura 4 ambos extractos tienen el mismo potencial o capacidad
antioxidante medidos mediante ABTS a una concentraciéon de 500 pg/mL con una actividad de
217.8 £10.5 y 218.1 £ 12.2 pumol/g equivalentes de Trolox. Sin embargo, a concentraciones mas
bajas de 250 y 125 ng/mL el extracto de acetato de etilo mantuvo la capacidad mostrando una
actividad de 215.7 £ 1.9y 193.2 + 26.3 umol/g equivalentes de Trolox mientras que el extracto de
hexano disminuy6 a 132.8 + 5.7 umol/g equivalentes de Trolox, esta tendencia se mantiene para
las concentraciones de 125 y 62.5 pg/mL, por lo que se le puede considerar al extracto de acetato
de etilo con mayor potencial antioxidante. La concentracién a la cual se obtuvo un 50% de
inhibicién (IC50) fue 72.6 pg/mL, 190.4 ng/mL y 72.6 ug/mL para los extractos de acetato de etilo
y hexano, respectivamente. El ABTS (acido 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) es un
radical estable que puede aceptar electrones de moléculas donadoras lo que produce un cambio de
color y permite cuantificar este cambio. Moléculas lipidicas como los PUFAs, carotenoides y
polifenoles poseen estructuras con dobles enlaces conjugados, por lo que son excelentes donadores

al poseer varios enlaces conjugados y de ahi su capacidad antioxidante (Yoo ef al.., 2007).
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Figura 4. Evaluaciéon de la capacidad antioxidante mediante la técnica de ABTS expresada en
equivalentes de Trolox (umol/g) a diferentes concentraciones de los extractos. Los valores
corresponden al promedio + la desviacion estandar (n=3). Literales diferentes denotan diferencias
significativas entre las concentraciones (p<0.05).

Osuna-Ruiz et al... (2016) evaluaron la actividad antioxidante de extractos de hexano, acetona y
metanol de 7 microalgas de Sinaloa encontrando mayor actividad inhibitoria en los extractos de
acetona y metanol en comparacion con el de hexano en todas. Codium isabelae tuvo el extracto de
hexano con mayor actividad antioxidante con 15.3 % de inhibicion a 100 pg/mL, pero en ese caso
los autores la correlacionaron con los contenidos de flavonoides y clorofila en el extracto de
hexano. La mayor actividad encontrada en el presente trabajo puede deberse a la presencia de los
PUFAs y sus dobles enlaces conjugados, ademés de que el efecto antioxidante de estos ha sido
previamente reportado (Giordano y Visioli, 2014; Di Nunzio ef al. 2016).

Conde et al... (2021) evaluaron la actividad antioxidante de los lipidos de Chlorella vulgaris,
Chlorococcum amblystomatis, Scenedesmus obliquus, Tetraselmis chui, Phaeodactylum
tricornutum, Spirulina sp. y Nannochloropsis ocednica extraidos con una mezcla de
diclorometano: metanol. La mayor capacidad antioxidante fue reportada para S. obliquus con el
menor valor de IC50 (29.4 + 1.2 ug/mL) y mayor valor en equivalentes Trolox 637.5 +27.4 umol/g,
estos valores son mayores que los aqui reportados si bien los lipidos no son extraidos con los
mismos solventes. Al utilizarse la mezcla y ampliar la polaridad pueden extraerse los compuestos
que en este trabajo estarian por separado en hexano y acetato de etilo, lo cual pudiera explicar su

mayor actividad. Por otro lado, N. oceanica tuvo la menor capacidad con 101.9 + 1.7 pg/mL de
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IC50 y 184.0 + 3.2 umol/g equivalentes Trolox, los cuales son menores que los aqui reportados a

pesar de la diferencia antes mencionada.

6.5.2. Actividad de Atrapamiento de Radicales Libres por el Ensayo de Radicales 2,2-difenil-
I-picrilhidrazil (DPPH)

La actividad antioxidante mediante esta técnica por su parte arrojo que el extracto de acetato de
etilo tiene una de actividad 551.9 + 48.9 umol/g equivalentes de Trolox a 500 pg/mL. Sin embargo,
ninguna de las concentraciones evaluadas (500-31.25 pg/mL) alcanz6 el 50% de inhibicion, ni
tampoco alcanzaron a corresponderse con los equivalentes Trolox, excepto el extracto de acetato
de etilo a 500 pg/mL (Figura 5). Osuna-Ruiz et al. reportaron IC50 entre 16.9 mg/mL y 254.5
mg/mL, lo que es mayor que las que encontraron por ABTS (1.56-3.41 mg/mL) en extractos de
acetona y metanol y también mayores que las evaluadas en este estudio. Si bien no se pueden
comparar los resultados, pues ambos métodos se basan en mecanismos diferentes, algunos autores
han encontrado una pequeia correlacion entre ambas técnicas (Monteiro ef al.., 2020). El DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es un radical estable que acepta protones de un donador (el ABTS
acepta electrones). Estos protones pueden venir de los grupos hidroxilo y carboxilos que se
encuentran, por ejemplo, en los extremos de los carotenoides y PUFAs. Esto explica por qué la
mayoria de los autores reportan mayor porciento de inhibicion o actividad mediante ABTS ya que
mientras que estas moléculas pueden donar hasta dos protones de sus extremos, los electrones que
pueden ceder de sus dobles enlaces conjugados pueden ser mas (Arnao, 2000).

Hajimahmoodi et al. (2010) evaluaron la capacidad antioxidante de los extractos de hexano, acetato
de etilo y acuoso de 12 microalgas. En este estudio, el extracto acuoso mostrdé mayor capacidad
antioxidante que los de hexano y acetato de etilo. La mayor capacidad antioxidante para el extracto
de hexano se reportd de Fischerella musicola con un 26.5 % de inhibicion, seguido de Nostoc sp
con 8.41 % de inhibicion. Por otro lado, para los extractos de acetato de etilo la mayor actividad se
reportd para Fischerella ambigua y Fischerella musicola con 10.86 y 10.44 % de inhibicion
respectivamente. Al igual que en este trabajo no se reportd ningin valor de 50 % de inhibicion

excepto por el extracto acuoso de Chlorella vulgaris.
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Figura 5. Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante la técnica de DPPH expresada en %
de inhibicion a diferentes concentraciones de los extractos. Los valores corresponden al promedio
+ la desviacion estdndar (n=3). Literales diferentes denotan diferencias significativas entre las
concentraciones (p=0.000).

Ebrahimzadeh et al. (2018) evaluaron la capacidad antioxidante de extractos de acetato de etilo y
metanol de Nannochloropsis oculata'y Gracilaria graciliso obteniendo valores de % de inhibicion
menores que 50 %, al igual que en este trabajo, siendo el extracto de acetato de etilo el de mayor
actividad en ambos casos con valores de 39.03 y 20.48 para N. oculata y G. graciliso.
respectivamente. De igual forma Conde et al. reportaron valores menores al 20 de inhibicion (1C20)
para las 7 microalgas evaluadas por DPPH. Dentro de ellas, C. vulgaris tuvo mayor capacidad con

un 1C20 de 50.5 = 12.3 pg/mL y 191.8 + 40.0 umol/g equivalentes de Trolox.

6.6. Evaluacion de la Citotoxicidad de los Extractos con el Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Para evaluar el efecto antiinflamatorio de los extractos de hexano y acetato de etilo, es importante
determinar la concentracion a usar, de forma tal que sea suficiente para inducir una respuesta
antiinflamatoria pero que no sea nociva para las células. Con este objetivo, se realiz6 el ensayo de

citotoxicidad con el 3(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) en un
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modelo de macrofago con la linea celular RAW 264.7 como una forma de determinar la mayor
concentracion a la cual los extractos no afectan la viabilidad celular.

El extracto de hexano tuvo efecto citotdxico, obteniéndose 49 + 5 % de viabilidad a 200 pg/mL.
Notese que a pesar de disminuir la concentracion mas de 100 veces la viabilidad no aument6
significativamente hasta 2.5 pg/mL con 61.6 = 3.5 %, todavia por debajo del 90% deseado (Figura
6). Este resultado es interesante ya que en este caso el efecto no es dependiente de la concentracion
en el rango evaluado, sin embargo, varios autores lo han reportado como dependiente de la
concentracion. Por ejemplo, Sibi y Rabina (2016) reportaron que la fraccion de hexano de Clorella
vulgaris tuvo efecto citotoxico a 250 pg/mL obteniéndose 50% de viabiliadad en macréfagos RAW
264.7, sin embargo, esta fue aumentando a 60, 80, 90 y 100% a 125, 64, 32 y 16 pg/mL. Jo y
colaboradores en 2010 evaluaron el efecto antiinflamatorio del extracto metanolico y las fracciones
de hexano y acetato de etilo de Tetraselmis suecica encontrando efecto citotoxico en células RAW
264.7 con valores muy bajos de viabilidad (cercanos a 5%) a 2000 ug/mL que fueron subiendo

hasta casi 100 % a 16 pg/mL.
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Figura 6 Actividad citotoxica de los extractos a diferentes concentraciones en macréfagos RAW
264.7. Extracto H (p=0.003), Extracto A (p=0.001), CLA 50:50 (p=0.006), Isémero 9c11t
(p=0.051). Los valores corresponden al promedio + la desviacion estandar (n=3). Literales
diferentes denotan diferencias significativas entre las concentraciones.
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El extracto de acetato de etilo también tuvo efecto citotoxico obteniéndose 9.9 £ 0.6 % de viabilidad
a 200 pg/mL y fue dependiente de la concentracion, obteniéndose valores crecientes con 77.5 +
6.7 % a5 pg/mL, 87.2+59a2.5 pg/mLy93.5+6.7 % a 1.25 ng/mL. Este comportamiento fue
similar al del CLA, con el cual se obtuvo 10.2 + 0.5 % a 200 pg/mL. Sin embargo, al disminuir la
concentracion los valores se mantienen entre 50 y 60 % de viabilidad hasta 5 pg/mL donde se
obtiene 70.7 +£ 6.9 % y 75.7 £ 4.1 % a 1.25 pg/mL. La citotoxicidad de la fraccioén de acetato de
etilo de 14 especies de microalgas del mar de Korea fue evaluada en macréfagos RAW 264.7
obteniéndose mas del 80% de viabilidad celular a 25, 50 y 100 pg/mL de forma dependiente de la
concentracion llegando a obtener valores mayores del 100% de hasta 132y 118 %.

El isémero 9c,11t-CLA por su parte tuvo efecto citotoxico desde 50 pg/mL hasta 200 pg/mL,
observandose valores promedio de los porcentajes de viabilidad por debajo del 70%, sin embargo,
desde 1.25 hasta 20 pg/mL se mantuvieron por encima del 90 %. No obstante, las diferencias no
alcanzaron significancia estadistica (p=0.051) probablemente por la alta desviacion dada en parte
por el tipo de ensayo biologico donde la variabilidad aumenta y también por el nlimero de muestras.
Ambrozova et al. (2010) no encontraron efecto citotoxico de PUFAs entre ellos el CLA en células
RAW 264.7 en concentraciones de 0.1 a 100 pg/mL. Sin embargo, de Lima y colaboradores en
2009 reportaron efecto citotoxico de varios PUFAs entre ellos el CLA en un efecto dependiente de
la concentracion de manera inversa (1-200 pg/mL), encontrando efecto citotéxico a bajas
concentraciones y mayor viabilidad a altas concentraciones. Por otro lado, también se ha reportado
que los extractos de microalgas no afectan la viabilidad. Yu ez al. (2010) evaluaron la citotoxicidad
de los polisacaridos de 1. galbana de 800-50 pg/mL no encontrando efecto en macrofagos J774A.1.
Park et al. (2008) evaluaron los lipidos de Nostoc commune extraidos con el método de Bligh-Dyer
no encontrando efecto citotoxico entre 25-200 pg/mL en células RAW 264.7.

Varios autores clasifican a los compuestos como citotoxicos si la viabilidad celular es menor al
50%, ligeramente toxico entre 50-70% y no toxico con valores superiores al 70% (Giirlek et al..;
2020). Teniendo en cuenta esta clasificacion el extracto H fue citotdoxico a concentraciones
superiores a 5 pg/mL y ligeramente toxico a concentraciones menores. El extracto A se clasifica
como citotdxico a concentraciones superiores a 20 pg/mL y no citotdxico a concentraciones
menores que 10 ug/mL. El CLA en mezcla de isomeros 50:50 fue citotdxico por encima de 100
png/mL, ligeramente toxico entre 50 y 5 pg/mL y no téxico a concentraciones menores de 2.5

pg/mL. El isémero 9¢,11t-CLA por su parte no puede clasificarse pues no se encontraron
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diferencias significativas, sin embargo, al ser la probabilidad cercana al 95% (p=0.051) puede
decirse que existe una tendencia a ser citotoxico a 200 pg/mL, ligeramente toxico entre 100 y 50
png/mL y no toxico por debajo de 20 pg/mL. Teniendo en cuenta el comportamiento de los
tratamientos y debido a la diversidad en su comportamiento para evaluar su efecto antiinflamatorio

se evaluo en el rango de 50 a 5 pg/mL.

6.7. Evaluacion de la Produccion de Oxido Nitrico

La produccion de oxido nitrico (NO) por la accion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
aumenta en condiciones de estrés oxidativo, asi como por la presencia del LPS, el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) o la interleucina 15. Esto provoca la activacion del factor de transcripcion NF-
kB y la produccion de citocinas proinflamatorias, desarrollandose asi una respuesta inflamatoria.
Por este motivo, la inhibicion de la produccion de NO por células en cultivo se ha utilizado
ampliamente como un biomarcador para evaluar la capacidad antiinflamatoria (Aktan; 2004).
Para la determinacion de la produccion de NO las células RAW 164.7 fueron estimuladas y tratadas
con los extractos en las concentraciones de 50, 20, 10 y 5 ug/mL. Los valores obtenidos se muestran
en la Figura 7. La estimulacion de las células RAW 264.7 con el LPS provoco el aumento de NO,
hasta 7.5 + 4.2 puM/mL. El extracto A, asi como los controles de CLA y el isomero 9¢,11t-CLA no
disminuyeron ni promovieron la produccién de NO, manteniendo los valores obtenidos con el
estimulo de LPS. Esto debido a los altos valores de desviacion en los ensayos, los cuales si bien no
permiten encontrar diferencias en los tratamientos también son propios de ensayos bioldgicos. El
extracto H por su parte se comporta como un estimulador tanto en presencia del LPS como sin el
mismo, aumentando la concentracion hasta 26.04 + 2.56 uM/mL y 20.31 + 7.23 uM/mL,
respectivamente. Este es un comportamiento esperado dado los resultados en su composicion de
PUFAs donde se obtuvo una relacion n-6/n-3 de 1.8, con lo cual se favorece el comportamiento
proinflamatorio de los PUFAs de la familia n-6.

Salazar-Lépez et al. (2016) obtuvieron valores de NO entre 25 y 30 uM/mL al estimular células
RAW 264.7 a 2.5%10° células/mL con LPS (1 pg/mL) en un estudio donde evaluaron el potencial

de extractos de salvado de sorgo, donde se observd una disminucion de NO hasta 10 uM/mL, si
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bien fueron evaluadas concentraciones mayores (4-10 mg/mL). Soontornchaiboon et al. (2012)
reportaron valores alrededor de los 15 pM/mL al estimular células RAW 264.7 a una densidad de
10° células/mL con LPS (1 pg/mL), disminuyendo este con tratamientos de 30 y 60 pg/mL de
violaxantina aislada de Chlorella ellipsoidea hasta 12 y 8 uM/mL respectivamente. Por su parte,
Jo et al. (2010) evaluaron el efecto antiinflamatorio del extracto metanolico y las fracciones de
hexano y acetato de etilo de Tetraselmis suecica encontrando que al estimular RAW 264.7 a una
densidad de 2x10° células/mL con 500 ng/mL de LPS la concentracion de NO llega hasta 16
uM/mL. Ambas fracciones inhiben la produccion de NO de forma dependiente de la concentracion,

llegando hasta 12 uM/mL y 6 pM/mL para hexano y acetato de etilo, respectivamente.

Oxido nitrico
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Figura 7. Inhibicion de la produccion de NO por células RAW 264.7 estimuladas y tratadas con los
extractos lipidicos de Isochrysis galabana. Los valores corresponden al promedio + la desviacion
estandar (n=3). Literales diferentes denotan diferencias significativas entre las concentraciones
(p=0.023).

Concentracion (ud/ml)
n

En este contexto se puede comprobar que los valores de concentracion de NO obtenidos en este
trabajo al estimular las células RAW 264.7 fueron menores a las reportadas por estos trabajos aun
utilizando el doble de estimulo, siendo mayor el efecto del extracto H en cuanto a la produccion de

NO, si bien fue evaluado a mayor concentracion que el LPS.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos lipidicos provenientes de Isochrysis galbana tuvieron una composicion de
acidos grasos mayoritarios como acido oleico (15.6 %), acido y-linolénico (15.1 %) y el éacido
docosahexaenoico (10.7 %), y una relacidon n-6/n-3 de 1.8. Ambos extractos tuvieron actividad
antioxidante, siendo el de acetato de etilo el de mayor actividad. Sin embargo, aunque se observé
una produccion de NO dependiente de la concentracion de las fracciones en macrofagos RAW
264.7 activados con LPS, no se comprob¢ la actividad inhibitoria de 6xido nitrico, mas bien un
efecto inmunoestimulante para el extracto H. Estos hallazgos pudieran relacionarse a la
composicion lipidica y a la presencia de otras moléculas en los extractos que pueden ser de interés

y que requieren mayor estudio.
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8. RECOMENDACIONES

Probar otros métodos de extraccion de lipidos con mezcla de solventes y la obtencion de
fracciones a partir de estos extractos.

Obtener la biomasa en la fase estacionaria tardia para comparar la composicion de acidos grasos.
Probar otras condiciones del medio de cultivo para inducir el estrés y aumentar la produccion
de 4cidos grasos.

Caracterizar los extractos en cuanto a la composicion de carotenoides.

Evaluar el efecto de los extractos en la expresion de citocinas como IL-1, [L-6 y enzimas como

la COX2.
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