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RESUMEN

El cancer es una enfermedad crénico-degenerativa que ocupa uno de los primeros lugares en
incidencia y mortalidad en el mundo. En busca de nuevas alternativas para su tratamiento, se ha
estudiado el camardn Litopenaeus vannamei, donde a partir de su masculo se han reportado
compuestos con potencial antiproliferativo sobre células cancerosas, sin afectar el crecimiento
de las células no cancerosas, sin embargo, los reportes sobre células humanas son aln escasos.
El presente estudio buscd comprender como se afecta la proliferacion celular por accién de estos
compuestos, evaluando el ciclo celular y caracterizando las moléculas bioactivas. Para esto, la
fraccion més activa fue obtenida, y evaluada por ensayo de MTT sobre células humanas 22Rv1
(carcinoma de prostata), HelLa (adenocarcinoma de cérvix), MDA-MB-231 (adenocarcinoma
de mama) y ARPE-19 (células no cancerosas de retina). La actividad citotdxica mas elevada se
observd sobre la linea 22Rv1, con una ICso de 35.96 + 1.70 ug/mL, sin afectar el crecimiento
de las células no cancerosas ARPE-19. A partir de la fraccion méas activa se obtuvieron las
subfracciones A (de color amarillo) y B (de color anaranjado), las cuales posteriormente se
caracterizaron quimico-estructuralmente, demostrando que ambas contenian astaxantina, EPA
y ftalato de dioctilo en diferentes proporciones; ademas de esto, fue posible descartar la
presencia de B-caroteno, DHA y &cidos grasos monoinsaturados. Las subfracciones A 'y B fueron
evaluadas cada una por MTT, observandose una disminucion de la actividad obteniendo I1Cso de
64.15y 61.30 pg/mL respectivamente. Utilizando citometria de flujo se demostré la capacidad
de las subfracciones A y B para provocar el arresto celular en la etapa Go/G1 de las células
cancerosas 22Rv1. La actividad antiproliferativa demostrada en este estudio se atribuy6 a la
presencia de astaxantina y EPA, sugiriendo un posible efecto sinérgico entre ambas moléculas

el cual se recomienda sea estudiado a mayor profundidad.



ABSTRACT

Cancer is a chronic-degenerative disease that occupies one of the first places in incidence and
mortality worldwide. In the search for new treatment alternatives, Litopenaeus vannamei shrimp
has been studied and compounds with antiproliferative potential on cancer cells have been
reported from its muscle; these compounds do not affect the growth of non-cancerous cells,
however, reports on human cells are still scarce. This study sought to understand how cell
proliferation is affected by the action of these compounds, evaluating the cell cycle and
characterizing the bioactive molecules. To achieve this, the most active fraction was obtained,
and evaluated by MTT assay on human cells 22Rv1 (prostate carcinoma), HCT-116 (colon
carcinoma), A549 (lung carcinoma), HeLa (cervical adenocarcinoma), MDA-MB-231 (breast
adenocarcinoma) and ARPE-19 (retinal cells). The highest antiproliferative activity was
observed on 22Rv1 cell line, with an IC50 of 34.09 + 2.14 pg/mL, without affecting the growth
of non-cancerous ARPE-19 cells. Subfractions A (yellow in color) and B (orange in color) were
obtained from the most active fraction, and chemically characterized, studies showed that both
contained astaxanthin, EPA and dioctyl phthalate in different proportions. Additionally, it was
possible to rule out the presence of B-carotene, DHA and monounsaturated fatty acids.
Subfractions A and B were each evaluated by MTT, showing a decrease in activity, obtaining
ICso of 64.15 and 61.30 pg/mL, respectively. Using flow cytometry, the ability of subfractions
A and B to cause cellular arrest at the Go/G1 stage of 22Rv1 cancer cells was demonstrated. The
antiproliferative activity demonstrated in this study was attributed to the presence of astaxanthin
and EPA, suggesting a possible synergistic effect between both molecules, which should be
studied in greater depth.
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INTRODUCCION

Céncer es un término genérico para un gran grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento celular anormal més alla de los limites normales de control, estas células
posteriormente pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y/o extenderse a otros 6rganos. El
cancer se encuentra entre los primeros lugares como causa de muerte a nivel mundial, con un
estimado de 10 millones de defunciones en 2020 (OMS, 2022).

Los productos naturales son una de las principales fuentes de compuestos para el
descubrimiento de farmacos y han demostrado su potencial considerable en el campo
biomédico. En este sentido, el medio marino, que cubre aproximadamente el 70% de la
superficie de la tierra, representa un area de gran biodiversidad y existe la hipotesis de que esta
se correlaciona con una amplia variedad quimica de productos naturales. Los metabolitos
secundarios de los organismos marinos les brindan una posibilidad de supervivencia en
condiciones desfavorables y, en consecuencia, ofrecen abundantes compuestos bioactivos que

podrian ser potenciales candidatos para tratamientos de enfermedades (Ruiz-Torres et al., 2017).

Entre los productos marinos, el camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) es
una de las especies de acuicultura marina méas importantes debido a su impacto econémico y a
que es la especie de camar6n mas producida en el mundo (Zhang et al., 2017). Esta especie es
nativa de la costa oriental del Océano Pacifico, desde Sonora y el Golfo de California en el norte
de México, hasta el centro y sur de América. L. vannamei se encuentra en habitats marinos
tropicales, donde la temperatura del agua normalmente supera los 20°C durante todo el afio
(FAO, 2022).

El musculo del camardn es rico en proteinas y minerales, y es bajo en contenido de grasa.
Ademas, sus lipidos exhiben importantes propiedades bioldgicas, como actividades
quimiopreventivas y quimioprotectoras (Lopez-Saiz et al., 2013). Ademés de ello, se ha
reportado que la fraccion lipidica del musculo de L. vannamei contiene compuestos
antiproliferativos con actividad sobre células cancerosas murinas y humanas (Lépez-Saiz et al.,
2014; Ruiz-Almada, 2020; Garcia-Romo et al., 2022), sin embargo, es necesario ampliar los

conocimientos acerca del mecanismo de accion por el cual se lleva a cabo esta actividad



anticancerigena, evaluando la forma en que intervienen los compuestos responsables en la

muerte celular y en el ciclo celular de distintas células cancerosas.

Por todo lo anterior, surgieron diversas preguntas de investigacion como: ¢EXxisten
compuestos en el musculo del camarén blanco que sean capaces de ejercer efecto
antiproliferativo en células de cancer humanas?, ;qué estructura quimica tienen estos
compuestos?, ¢de qué manera intervienen en el ciclo celular y como podrian afectar las

moléculas de sefalizacion de éste?



I. ANTECEDENTES

1.1. Cancer

1.1.1. Definicion y caracteristicas generales

El cancer es una enfermedad crénico-degenerativa no transmisible, que se caracteriza por la
répida multiplicacion de células anormales, las cuales logran sobrepasar los limites habituales
establecidos por el control del ciclo celular, células que posteriormente pueden invadir partes
adyacentes del cuerpo e incluso diseminarse a otros 6rganos por un proceso denominado
metastasis (OMS, 2022).

El proceso por el cual se desarrolla el cancer es sumamente complejo, y esta complejidad
viene dada desde la mayor predisposicion que existe en algunos individuos comparado a otros,
hasta los diferentes tipos de cancer que existen y la variacion de las subpoblaciones celulares
que pueden encontrarse dentro de un mismo tipo de cancer, e incluso dentro de un mismo
individuo. Sin embargo, todas las enfermedades cancerosas se originan a partir de la suma de
diversos factores, los cuales pueden ser exdgenos como la alimentacion, la contaminacién
ambiental, la luz ultravioleta y otros tipos de radiacion, el uso de medicamentos, el alcoholismo
y/o tabaquismo, e incluso la exposicion a algunos agentes infecciosos; pero también intervienen
factores enddgenos, algunos controlables como la obesidad y los efectos positivos que
proporciona el ejercicio fisico, y otros no controlables como la predisposicion heredada
genéticamente. Ademas de éstos, existen factores como el sistema reproductivo, el nivel
socioeconémico, la ocupacion, el sedentarismo y la edad, que también intervienen en la
existencia de un menor o mayor riesgo de padecer cancer (Colditz et al., 1996; Lagiou et al.,
2005).

De acuerdo con Hanahan y Weinberg (2011), las células cancerosas presentan
caracteristicas particulares o “sellos distintivos” que les permiten sobrevivir y proliferar de
manera descontrolada, lo que posteriormente les da la posibilidad de migrar hacia otras partes
del cuerpo. Estas caracteristicas distintivas consisten en que las células cancerosas logran alterar
los puntos de control de la supervivencia celular al mantener la sefializacion proliferativa, evadir

los supresores de crecimiento, resistir la muerte celular, habilitar la inmortalidad replicativa,



inducir la angiogénesis, para finalmente activar la invasion a otros tejidos y metéstasis a otros
organos. Sin embargo, para lograr estas particularidades, las células presentan primeramente
inestabilidad gendémica que da lugar a mutaciones que permiten su adecuacion a las
caracteristicas anteriormente mencionadas, y se adaptan a un estado inflamatorio constante
utilizando herramientas del sistema inmune a su favor. Ademas de lo anterior, las células
cancerosas también reprograman su metabolismo energético para cumplir con la demanda que
requiere una proliferacion mantenida; asi como también logran engafar y evadir a las células

del sistema inmune evitando la eliminacion.

1.1.2. Estadisticas

El cancer representa una de las principales de causas de muerte a nivel mundial, con un estimado
de 10 millones de defunciones para el afio del 2020, esto significa que una de cada seis muertes
en el mundo es causada por algun tipo de cancer (OMS, 2022). Entre los principales tipos de
cancer, tomando en cuenta sus tasas de incidencia y mortalidad, se encuentran el cancer de
mama, pulmén, cancer colorrectal, de préstata y de estomago para la poblacién en general
(FIGURA 1). Para el caso del sexo femenino, el cancer de mama, colorrectal y pulmon ocupan
los tres primeros lugares en incidencia, sin embargo, el cancer de mama y de pulmon son los
responsables del mayor numero de defunciones por cancer entre las mujeres de todo el mundo.
Por otra parte, para el sexo masculino, los primeros lugares en incidencia son ocupados por el
cancer de pulmon, prostata y colorrectal, siendo el cancer de pulmon la razon del mayor nimero
de defunciones, seguido en segundo lugar por el cancer de higado a pesar de encontrarse en el
quinto lugar de morbilidad (OMS, 2022, IARC, 2022).

Para el caso especifico de México, los tipos de cancer mas comunes entre las mujeres son
el cancer de mama (28.2%), cérvix (8.9%), tiroides (8.6%), colorrectal (6.6%) y de Utero (5.2%);
sin embargo, los responsables del mayor nimero de muertes por cancer en 2020 entre las
féminas de México fueron el cancer de mama (7,931 muertes), cérvix (4,335), higado (3,650),
colorrectal (3,585) y de estobmago (3,060); tipos de cancer similares a los reportados para los
hombres, donde los primeros lugares en morbilidad los ocupan el cancer de prostata (29.9%),
colorrectal (8.9%), estdmago (5.2%), pulmon (5%) y linfoma no-Hodgkin (4.6%), con mayores

tasas de mortalidad para el cancer de prostata (7,457 muertes), pulmoén (4,304), colorrectal



(4,170), estomago (3,675) e higado (3,525), esto para el ultimo reporte registrado,

correspondiente al afio de 2020 (IARC, 2022).
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Figura 1. Numero estimado de casos nuevos y muertes por cancer en 2020 en mujeres y

hombres de todas las edades, en todo el mundo (OMS, 2022).

1.1.3. Tratamientos y efectos secundarios

Entre las distintas estrategias que existen para combatir los diferentes tipos de cancer,

encontramos tratamientos muy diversos, con variabilidad en mecanismos de accion y técnicas

de empleo igualmente diversas. Entre dichas alternativas podemos encontrar la cirugia, la

quimioterapia y radioterapia, la terapia dirigida, la inmunoterapia y la terapia hormonal, asi



como el trasplante de células madre o de médula dsea, o el empleo de la medicina de precisién
que permite conocer el tratamiento que tiene una mayor probabilidad de efectividad segun el
paciente (American Cancer Society, 2022; NCI, 2022).

Unas de las primeras alternativas y de las aun mayormente utilizadas, es la quimioterapia,
esta técnica utiliza f&rmacos que tienen como blanco aquellos impulsores moleculares de la
carcinogenesis, es decir, tales necesarios para el crecimiento celular, la progresion del ciclo
celular y por consiguiente la proliferacion, impactando directamente en la progresion y el
crecimiento tumoral (Seebacher et al., 2019). Desafortunadamente, una de las implicaciones
negativas de la quimioterapia es su baja especificidad, ya que los compuestos
quimioterapéuticos también logran dafiar a células no cancerosas, provocando un efecto
citotoxico sobre éstas, el cual se refleja en efectos segundarios muy significativos que

disminuyen la calidad de vida del paciente (Zhong et al., 2021).

Los farmacos utilizados en la quimioterapia estan mayormente disefiados para interrumpir
el ciclo de células que proliferan rapidamente, como lo son las células cancerosas, sin embargo,
también existen células normales en el cuerpo humano que se dividen mas rapidamente que la
mayoria, como por ejemplo algunas células precursoras que se encuentran en la medula dsea,
algunos foliculos pilosos y células que se encuentran a lo largo del tracto digestivo o en el
sistema reproductivo, por lo que son altamente propensas a ser dafiadas por los compuestos
quimioterapéuticos. Ademas de esto, algunos farmacos han logrado afectar células cardiacas,
de rifiones y pulmones, de la vejiga, asi como el sistema nervioso (American Cancer Society,
2022). Si bien la quimioterapia presenta desventajas considerables, sigue siendo de alta
importancia y actualmente se combina con otros métodos con el fin de aumentar su efectividad
y disminuir los efectos adversos. Y es por ello por lo que la investigacion que envuelve este
ambito sigue en constante actualizacion, mejorando quimicamente moléculas ya conocidas y

buscando otras nuevas para evaluar su potencial farmacolégico.

1.2. Ciclo celular y cancer

Durante la proliferacion celular, las células pasan por un proceso altamente regulado que da
como resultado la replicacion del ADN, posteriormente la segregacion de este material genético

y su asignacion a cada célula hija, asi como finalmente la division celular que da lugar a dos



células nuevas independientes (Coller, 2019), esta serie de eventos es conocida como ciclo
celular. El ciclo celular consta de dos etapas distintas, la interfase, que engloba las fases
encargadas de la duplicacion de todo el contenido celular necesario para generar dos células
funcionales, y la fase M, durante la cual se lleva a cabo la separacion de la célula madre en dos
células hijas genéticamente iguales (Matthews et al., 2021). El objetivo de estos acontecimientos
y su alta regulacion es lograr la duplicacion y separacion del ADN genomico de una forma

altamente precisa y eficaz.

La etapa denominada como interfase se conforma por las fases G1, S y G2. Durante la fase
G (fase preparatoria 1) la celula sintetiza y acumula las proteinas necesarias para llevar a cabo
la replicacion del ADN, de manera que hay crecimiento celular y por consecuencia la célula se
vuelve mas grande; posteriormente, durante la fase S (fase de sintesis) se lleva a cabo la
duplicacion de todo el material genético; y, durante la fase G, (fase preparatoria 2) la célula
finaliza la replicacion del ADN vy se prepara para la siguiente fase sintetizando las proteinas
necesarias para realizar la mitosis y duplicando todo su contenido celular. Por otra parte, la fase
M se conforma por la mitosis y la citocinesis, las cuales estan estrechamente acopladas. La
mitosis involucra la segregacion cromosémica y la division del ndcleo celular; y posteriormente,
durante la citocinesis el citoplasma de la célula se divide dando lugar a las dos células hijas.
(Mercadante y Kasi, 2021; Wang, 2021). El inicio de cada fase durante la progresién del ciclo

celular depende de la finalizacién adecuada de la fase anterior.

Ademas del anterior, las células en G1 pueden salir del ciclo celular y entrar en la fase Go,
estado no proliferativo también conocido como quiescencia, esta fase del ciclo involucra un
estado de reposo. La mayoria de las células en un cuerpo adulto sano estan en un estado no
proliferativo (Matthews et al., 2021; Wang, 2021).

De acuerdo con Alberts et al. (2015), el ciclo celular es regulado por el sistema de control
del ciclo celular, sin embargo, en la mayoria de las células cancerosas se encuentra alterado
favoreciendo el crecimiento celular y la proliferacion. Este sistema de control funciona
desencadenando los acontecimientos del ciclo celular en una secuencia determinada. Los
participantes mas importantes dentro del proceso de control del ciclo celular son miembros de

una familia de proteinas cinasa denominadas cinasas dependientes de ciclinas (CDK). La



actividad de estas cinasas puede aumentar o disminuir conforme la célula progresa a través del
ciclo, provocando cambios ciclicos en la fosforilacidén de proteinas intracelulares que inician o
regulan los principales acontecimientos del ciclo celular. Los reguladores mas importantes de
las CDK son las proteinas denominadas ciclinas; las CDK, como su nombre lo indica, dependen
de las ciclinas para realizar su actividad: a no ser que estén unidas a una ciclina, no tienen
actividad de proteina cinasa. Existen cuatro clases de ciclinas mas importantes, cada una de las
cuales esta definida por la etapa del ciclo celular en la que se unen a las CDK y actuan. Todas

las células eucariotas necesitan tres de estas clases:

1. Las ciclinas G1/S activan las CDK en las postrimerias de G1 y asi ayudan a desencadenar
la progresion a través del inicio del ciclo, quedando la célula determinada a entrar en el ciclo

celular. Sus niveles descienden en la fase S.

2. Las ciclinas S se unen a las CDK poco después de la progresion del ciclo, ayudando a
estimular la duplicacién de los cromosomas. Los niveles de las ciclinas S permanecen elevados
hasta la mitosis, estas ciclinas contribuyen al control de algunos acontecimientos mitoticos

iniciales.

3. Las ciclinas M activan las CDK que estimulan la entrada en la mitosis en el punto de

control G2/M. Las ciclinas M son degradadas hacia la mitad de la mitosis.

En la mayoria de las células una cuarta clase de ciclinas, las ciclinas G1, ayudan a controlar

las actividades de las ciclinas G1/S.

Los puntos de control del ciclo celular ayudan a mantener la integridad y fidelidad del
material genético. Uno de los puntos de control més indispensables es el encargado de detectar
dafios en le ADN y responder a ellos, esto por medio de la detencion o “arresto” del ciclo celular
en las fases previas a la mitosis. La detencion del ciclo en la fase G le da el tiempo necesario a
la célula para reparar el ADN antes de que éste sea replicado y asi evitar el surgimiento de
problemas durante su duplicacién, sin embargo, también se puede llevar la detencion en la fase
S, en este punto se ralentiza la sintesis de ADN y se busca su reparacion para continuar con el
ciclo debidamente. De igual forma también se puede llevar el arresto en la fase G, donde se
evita que los dafios en el ADN no detectados en las dos fases anteriores lleguen al punto de la

segregacion cromosémica. Un error en el ADN no detectado durante estas primeras fases del



ciclo proporciona las condiciones para el surgimiento de una mutacién cromosémica. Por otra
parte, durante el ensamblaje del huso mitético se encuentra el segundo punto de control
reglamentario, donde se supervisa que los microtibulos del huso se unan debidamente a los
cromosomas con el fin de garantizar una distribucion uniforme del ADN hacia las dos células

hijas (Panagopoulos y Altmeyer, 2021; Zou y Lin, 2021).

El estado en reposo o quiescencia de las células proporciona una ventana para la correcta
organizacion y formacion de estructuras tridimensionalmente complejas en el cuerpo humano,
como lo son de tejidos y 6rganos. El salto de las células del estado de reposo a la proliferacion
y viceversa también representa un punto de control de la multiplicacion celular (Coller, 2019).
Cuando la célula ha detectado errores en el ADN que no logran repararse de forma inmediata,
la entrada a la quiescencia es una opcion para proporcionarle el tiempo necesario a la accién de
los mecanismos de reparacion, sin embargo, la célula también puede salir del ciclo celular de
una manera irreversible si la reparacion del ADN no ha logrado llevarse a cabo, activando la

senescencia o la muerte celular apoptética (Matthews et al., 2021).

Las disfunciones en los puntos de control del ciclo celular dan como resultado material
genético con errores no reparados, lo que proporciona una alta y progresiva inestabilidad
gendmica (Zou y Lin, 2021), siendo ésta una de las caracteristicas habilitadoras mas importantes
para el desarrollo de las células cancerosas (Hanahan y Weinberg, 2011). Las mutaciones
mantenidas en el material genético conllevan a la activacién de oncogenes promotores del
crecimiento y al silenciamiento de genes supresores de tumores, lo que finalmente conduce a
una proliferacion mantenida y desregulada, dando lugar a la expansion clonal de células mutadas
(Panda et al., 2019).

Uno de los supresores de tumores mas importantes en las células, es la proteina p53,
también conocida como "el guardian del genoma". Entre sus diferentes acciones que mantienen
la homeostasis celular, participa en las vias se sefializacién que dirigen a la célula a la muerte
celular, pero ademas juega un papel importante en la entrada y salida de la célula al estado de
reposo (Ghatak et al., 2020). La entrada de la célula al estado proliferativo después de Go, es
mediada por p53 dependiente de factores de crecimiento (Itahana, 2002). p53 es uno de los

oncogenes comunmente mutados en las células cancerosas, con respecto al ciclo celular, las



mutaciones en el gen TP53 que dirige a la sintesis de esta proteina, conllevan a una proliferacion
mantenida donde las células no entran a la fase de reposo y se multiplican a pesar de los dafios
no reparados en el ADN, permitiendo asi el salto de los puntos de control. Las mutaciones en
p53 también se ven reflejadas en la capacidad que tiene las células cancerosas de no llevar a

cabo la muerte celular (Moulder et al., 2018).

Las maximas reguladoras del ciclo celular, las CDK vy las ciclinas, no son la excepcion a
las alteraciones que presentan las células cancerosas. Por mencionar algunas, las mutaciones
que llevan a una actividad desregulada de CDK1 o su ciclina B se relacionan de forma negativa
con el cancer de mama, de pulmdn y el colorrectal. Por otra parte, la desregulacion de la ciclina
A ylo E, que se unen a CDK2 se ha relacionado al desarrollo de algunos carcinomas, como el
de mama, colon y prostata. La progresion acelerada de la célula por la fase G1 conlleva a niveles
altos de la ciclina E, lo cual a nivel clinico se correlaciona con un mal prondstico. La
desregulacion directa de la CDK2 se asocia al desarrollo del cancer de mama, de pulmon,
neuroblastoma, linfoma de células B, glioblastoma multiforme, carcinoma hepatocelular y
leucemia mieloide aguda; ademas de participar de forma significativa en la metastasis del cancer
de prostata. También, amplificaciones descontroladas de CDK4 se han observado en
liposarcomas y glioblastomas, asi como de CDK®6 en céanceres gastrointestinales y carcinoma
neuroendocrino de prostata. EI cancer medular de tiroides y el carcinoma hepatocelular se han
asociado con niveles elevados de CDK5; CDKS5 fosforila la proteina del retinoblastoma (pRb),
otras de las oncoproteinas mas importantes, ya que permite la progresion del ciclo celular
mediante la activacion de otras ciclinas y CDK; por otro lado, CDKS5 también participa en vias
de sefializacion involucradas en la metéastasis de algunos tipos de cancer. En otro sentido, CDK9
participa en la transcripcion de factores antiapoptoéticos de la familia Bcl-2, por lo que su
desregulacion ocasiona pérdida del control de la apoptosis. La CDK11P*0 se sobre expresa en
muchas lineas celulares cancerosas humanas, como células de osteosarcoma, leucemia de
células T, leucemia mieldgena crénica y algunos adenocarcinomas. La expresion inadecuada de
CDK12 se relaciona con propiedades oncogénicas, debido a su correlacion directa con el estado
del receptor 2 del factor de crecimiento epidermico humano (HERZ2), sobre expresado en
canceres de mama, ovario, vejiga, pancreas y estomago (Lukasik et al., 2021; Otto y Sicinski,
2017; Santo et al., 2015).
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1.3. Productos naturales marinos

Desde la antiguedad los productos naturales han sido utilizados para beneficiar o mejorar la
salud del ser humano, desde los remedios caseros hasta la medicina actual, el uso de los recursos
naturales ha sido un pilar clave. Los productos naturales representan una de las principales
fuentes de compuestos para el descubrimiento de nuevos y eficaces farmacos, debido a los
diferentes tipos de moléculas que se pueden obtener de la naturaleza. Este tipo de compuestos
representan una gran familia de diversa constitucion quimica con una amplia variedad de
actividades biologicas, que se originan a partir de fuentes bacterianas, fungicas, vegetales
terrestres y marinos, asi como de microrganismos y animales marinos (Katz y Baltz, 2016;
Wilson et al., 2020).

El uso de los productos naturales como alternativa anticancerigena no es la excepcion, de
manera que mas del 60% de los compuestos que se utilizan como farmacos para combatir el
cancer provienen o son derivados de fuentes naturales. Si bien, la mayoria de los productos
naturales no se convierten en farmacos tal como son obtenidos, una gran cantidad de moléculas
y sus caracteristicas particulares sirven para la sintesis quimica de otros compuestos o de

analogos mas eficaces (Cragg y Pezzuto, 2015).

En este sentido, el medio marino es una fuente de gran biodiversidad, la cual se
correlaciona con una amplia variedad quimica de productos naturales, ya que alberga una gran
cantidad de organismos con multiples actividades biosintéticas que utilizan para garantizar su
supervivencia en este habitat que a menudo resulta hostil. Esto, debido a que el ecosistema
marino, comparado a otros, presenta caracteristicas particulares como sus bajas temperaturas,
las altas presiones, los cambios en salinidad o la poca accesibilidad a la luz solar, las cuales, a
través de la evolucién, han condicionado a los organismos marinos permitiendo la sintesis de
moléculas Unicas. (Choudhary et al., 2017; Khalifa et al., 2019).

1.3.1. Farmacos anticancerigenos de origen marino

Dentro de las bioactividades que envuelven a un producto natural con potencial anticancerigeno,
se encuentran una diversidad de mecanismos, como lo son el antiproliferativo, citotéxico,
antioxidante, proapoptotico, antimutagénico, antiinflamatorio, e incluso el quimiopreventivo,

ademaés de aquellos involucrados en la inhibicion de la invasion y la metastasis, entre otros
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(Suarez-Jimenez et al., 2012; Lopez-Saiz et al., 2013; Liu et al., 2022). Y a pesar de que existen
una gran cantidad de compuestos naturales de origen marino reportados, muy pocos han sido

aprobados para su uso en humanos, los cuales se muestran a continuacion.

1.3.1.1. Citarabina

La citarabina (1-p-arabinofuranosilcitosina), un anélogo del nucletsido de desoxicitidina, fue
obtenido a partir de la esponja caribefia Tethya crypta, siendo el primer producto natural marino
aprobado por la FDA para su uso como farmaco anticancerigeno en humanos, en 1969 (Nigam
et al., 2019; Lamba, 2009). Desde 1974, este compuesto es utilizado en todos los regimenes
para tratar la leucemia mieloide aguda, y se utiliza solo o0 en combinacion con una antraciclina,
como la daunorrubicina o idarrubicina (Di Francia et al., 2021). La citarabina también se utiliza
en otros tipos de cancer hematologicos, como la leucemia linfoblastica aguda, la leucemia
mielocitica crdnica, la eritroleucemia y el linfoma de células del manto (Lamba, 2009). La
citarabina interfiere con la division celular inhibiendo la sintesis de ADN durante la fase S del

ciclo celular (Waseem et al., 2018).

1.3.1.2. Mesilato de eribulina

El mesilato de eribulina es el anélogo sintético del producto natural marino halicondrina B, este
ultimo es un poliéter macrdlido de gran tamafio aislado de la esponja marina japonesa
Halichondria okadai. La molécula sintética fue aprobada por la FDA en 2010 para el tratamiento
del cancer de mama metastasico en humanos (Jacot et al., 2019). Este compuesto actla
interfiriendo con la dindmica de los microtubulos y secuestrando la tubulina en agregados no
productivos; estos eventos llevan a la interrupcion del ciclo celular y su detencién en G2/M, de
manera que la mitosis no se lleva a cabo y después de un blogueo prolongado la célula es

conducida hacia la muerte celular apoptotica (Huyck et al., 2011).

1.3.1.3. Brentuximab vedotina

El farmaco Brentuximab vedotina es un conjugado que se conforma por el anticuerpo especifico
para el antigeno de superficie CD30, marcador distintivo del linfoma de Hodgkin, y monometil
auristatina E. Este ultimo es un agente antimitético capaz de evitar la polimerizacion de la
tubulina, de manera que evita la division celular e inhibe la progresion a través del ciclo,

conduciendo finalmente a la apoptosis (Chen et al., 2019). La monometil auristatina E es el

12



analogo sintético de la dolastatina 10, compuesto obtenido a partir de la libre marina Dolabela
auricularia (Luesch et al., 2001; Senter y Sievers, 2012). La Brentuximab vedotina fue
aprobado en 2011 por la FDA para su uso en humanos (Senter y Sievers, 2012), representando
un claro ejemplo de la terapia dirigida que surge a partir del uso de los productos naturales y

pone en evidencia la importancia del estudio de éstos.

1.3.1.4. Trabectedina

La trabectedina es un compuesto alquilante de tetrahidroisoquinolina obtenido por primera vez
a partir del tunicado marino Ecteinascidia turbinata. Actualmente la trabectedina se sintetiza
quimicamente y fue aprobada por la FDA en 2015 para uso como farmaco anticancerigeno en
humanos, se utiliza como terapia de segunda linea para el sarcoma de tejidos blandos y para el
cancer de ovario recurrente sensible al platino, este tltimo en combinacion con otros farmacos
como la doxorrubicina. La trabectedina logra unirse al N2 de las moléculas de guanina que se
encuentran en el surco menor del ADN, controlando la expresion de genes relacionados a la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis de las células cancerosas; ademas, la trabectedina
logra afectar el microambiente tumoral, alterando la capacidad de las células tumorales para
reclutar a macrofagos asociados a tumores, disminuyendo la produccion de factores de
crecimiento, quimiocinas y citocinas promotoras (Carminati et al., 2018; Nigam et al., 2019).

1.4. Litopenaeus vannamei y sus compuestos bioactivos en relacién con el cancer

Con lo que respecta al camaron blanco del Pacifico, L. vannamei, éste representa la especie de
camardn econdmicamente mas importante desde el punto de la acuacultura, ya que en alrededor
del 90% de la produccion mundial de camardn es utilizando este ejemplar. L. vannamei es una
especie rica en aminoacidos, péptidos, proteinas y otros productos bioquimicos utiles, por lo
gue se considera de alto valor nutritivo y ademas es conocido como un producto de buen sabor
(Qiao et al., 2018). El camardn es una de las especies marinas de las que ya se ha reportado la
obtencion de productos con actividades bioldgicas, esto a partir de sus diversas especies y de
sus diferentes regiones anatomicas. Sin embargo, mucho del aprovechamiento ha sido
mayormente a partir de la cabeza y el exoesqueleto, debido a que éstos no son utilizados como

alimento para el ser humano y normalmente son desechados.
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De acuerdo con Sowmya y Sachindra (2012), el principal desecho del procesamiento del
camaron, la céascara, es una fuente importante de compuestos carotenoides, mayormente
astaxantina y sus subproductos esterificados, reafirmando la capacidad de este compuesto como
un fuerte antioxidante. De manera que la cascara del camardn se considera materia prima para
la obtencion de antioxidantes naturales con utilidad en alimentos y aplicaciones biomédicas. La
astaxantina es el pigmento mas abundante en el camardn blanco L. vannamei (Qiao et al., 2018).

Por otra parte, segin Lopez-Saiz et al. (2013), L. vannamei es una fuerte de compuestos
quimiopreventivos; la quimioprevencion hace referencia al uso de agentes naturales, sintéticos
0 bioldgicos para revertir, suprimir o prevenir el desarrollo del cancer en sus distintas etapas.
De acuerdo con los autores, dentro de los compuestos que conforman la fraccion lipidica del
camaradn, aquellos con potencial quimiopreventivo son principalmente los carotenoides y acidos
grasos poliinsaturados (AGPI). Los carotenoides pueden ejercer su efecto quimiopreventivo y
quimioprotector por medio de mecanismos antioxidantes, antiproliferativos, antimutagénicos y
antiinflamatorios. Por el contrario, los AGPI pueden ejercer un efecto quimiopreventivo debido
a su accion antiinflamatoria y antiangiogénica, asi como a su capacidad de intervenir en la accién

de factores de transcripcion y de influenciar la produccidon de radicales libres.

En 2016, Lopez-Saiz et al. evaluaron el potencial antimutagénico de la fraccion soluble
en cloroformo del muasculo de L. vannamei, reportando un alto potencial para este tipo de
extracto, donde el carotenoide astaxantina pareciera ser el responsable de la bioactividad, sin
embargo, tomando en cuenta la caracterizacion quimica realizada por los autores, no se descartd
la posibilidad de que los compuestos responsables de la mayor actividad sean compuestos
apocarotenoides. Los apocarotenoides se definen como productos de escision de los

carotenoides originales (Harrison y Quadro, 2018).

En otro sentido, Kuedo et al. (2016), reportaron que los extractos de astaxantina obtenidos
a partir de la cascara de L. vannamei tienen la capacidad de disminuir la inflamacién aguda al
lograr reducir el edema local inducido por carragenina, y que a su vez este carotenoide puede
jugar un papel positivo en el tratamiento del dolor inflamatorio; confirmando asi el potencial
antinflamatorio del carotenoide astaxantina. La capacidad de los carotenoides para modular el

desequilibrio oxido-reduccion celular es muy conocido, ademas de su potencial para intervenir
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en procesos endoteliales y metabdlicos relacionados con inflamacion (Ambati et al., 2014;
Chang y Xiong, 2020).

Ademas de lo anterior, también se ha reportado la obtencion de la hemocianina a partir
del camarén L. vannamei. De acuerdo con Zheng et al. (2016), la hemocianina
de L. vannamei tiene la capacidad de disminuir el crecimiento y la proliferacion de las células
cancerosas humanas HeLa in vitro, por medio de la muerte celular apoptética mediada por
mitocondrias. Por otro lado, Liu et al. (2017) demostraron que la hemocianina
de L. vannamei tiene la capacidad de ejercer un efecto antitumoral en ratones con tumores S180,
posiblemente a que ejerce un efecto positivo sobre el sistema inmune y la actividad antioxidante.
La hemocianina es una glicoproteina extracelular que se encuentra en la hemolinfa de moluscos
y artrépodos. Su funcion principal es el transporte de oxigeno, sin embargo, también participa
en el almacenamiento de energia, la osmorregulacion, el ciclo de muda y la formacién del

exoesqueleto (Zheng et al., 2016)

1.4.1. Actividad antiproliferativa de la fase lipidica del masculo de Litopenaeus vannamei

La proliferacion es referida como el rapido crecimiento de la poblacion celular (Alberts et al.,
2015), por lo que la actividad antiproliferativa hace referencia a los compuestos que son capaces

de intervenir en el proceso de divisién celular, ciclo celular o muerte celular.

Wilson et al. (2010), reportaron por primera vez que la fase lipidica del musculo de L.
vannamei (obtenida con cloroformo) tiene la capacidad de afectar la proliferacion de células
cancerigenas murinas, especificamente de linfoma de células B, linea celular M12.C3.F6. En
dicho estudio, también se llevo a cabo la semi-caracterizacion de los extractos y se report6 que
la bioactividad era debido a la presencia de acidos grasos de cadena larga, intuyendo los autores
la presencia de AGPI n-3, mayormente conocidos como AGPI omega-3. Los acidos grasos
omega-3 (u ®-3) se caracterizan por tener un doble enlace entre el tercer y cuarto carbono desde
el extremo metilo. Estos &cidos grasos pueden ser monoinsaturados donde la cadena
hidrocarbonada solo contiene ese doble enlace, o poliinsaturados que contienen dos 0 mas
dobles enlaces conjugados a lo largo de la cadena hidrocarbonada que conforma la molécula
(Cholewski et al., 2018).
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Entre los AGPI o-3 mas representativos se encuentran el acido alfa-linolénico (ALA), el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA). El ALA es un AGPI -3
esencial, es decir, los humanos no pueden sintetizarlo de novo, de manera que debe adquirirse
completamente de fuentes exdgenas; si bien ALA es un precursor del EPA 'y DHA, esto depende
de una alta disponibilidad de ALA, la cual resulta insuficiente en los humanos, por lo que estos
ultimos son considerados condicionalmente esenciales (Richter et al., 2017; Weyland et al.,
2015). De manera que la biodisponibilidad adecuada de estos tres AGPI en el cuerpo depende

en su gran mayoria de la ingesta alimentaria.

Lépez-Saiz et al. (2014), evaluaron la fase lipidica del musculo de L. vannamei sobre la
linea celular murina M12.C3.F6; los autores realizaron una particion utilizando metanol y
hexano, a partir del extracto cloroférmico, seguido de un fraccionamiento de la fase metandlica
por HPLC semipreparativo. En este estudio se demostr6 que los compuestos con mayor
actividad antiproliferativa se encontraban en las fracciones menos polares obtenidas de la fase
metandlica del extracto cloroférmico del musculo del camardn blanco L. vannamei. Entre los
compuestos a los que dichos investigadores atribuyeron la actividad antiproliferativa, de
acuerdo con los estudios de caracterizacion, se reporté un triglicérido esterificado con un acido
graso saturado, EPA, asi como un AGPI de cadena larga como responsable de la bioactividad
de las fracciones mas prometedoras, ademas de la presencia del compuesto ftalato de di-(2-
etilhexilo) (ftalato de dioctilo o DOP) en una de las subfracciones bioactivas con menor

potencial.

Tomando como referencia las investigaciones anteriores, Ruiz-Almada (2020) evaluo el
potencial de las fracciones menos polares de la fase metandlica del extracto cloroférmico del
masculo de L. vannamei sobre lineas celulares humanas, demostrando que el masculo del
camaron blanco contiene compuestos de naturaleza lipidica capaces de afectar la viabilidad de
células de cancer de prostata, 22Rv1, con un efecto dosis-respuesta evidente, esto sin afectar a
las mismas concentraciones a las células no cancerosas ARPE-19 de epitelio de retina utilizadas
como control. Ademas, en dicho estudio también se reportd que estos mismos compuestos no

logran afectar significativamente a las células de cancer de colon, HCT-116.
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Por otra parte, Garcia-Romo et al. (2022), siguiendo un proceso de extraccion similar a
los estudios descritos, reportd que el masculo del camardn blanco L. vannamei contiene
compuestos lipidicos capaces de afectar a las células de cancer de prdstata humano 22Rv1 sin
afectar a las células no cancerosas utilizadas como control, reportando caracteristicas de muerte
celular apoptdtica en las células cancerosas afectadas. Ademas, también se evalud su efecto
sobre las células de cancer de cérvix (HeLa), mama (MDA-MB-231), pulmoén (A549) y colon
(HCT-116), las cuales no resultaron susceptibles a los compuestos bioactivos. Los
investigadores reportaron que las fracciones bioactivas contenian DOP, EPA y un compuesto
derivado de alcaloides de indolocarbazol, sin embargo, demostraron que DOP no tiene actividad
antiproliferativa sobre la linea 22Rv1, y que, si bien EPA si aporta al potencial, los autores

atribuyeron la mayor bioactividad a la presencia del derivado de alcaloides de indolocarbazol.
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1. HIPOTESIS

Los compuestos antiproliferativos de naturaleza lipidica extraidos del musculo de camardn
blanco (Litopenaeus vannamei) tienen la capacidad de provocar el arresto celular en lineas

cancerosas humanas a través de su intervencion en la regulacion de dicho ciclo.
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I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la intervencion de compuestos antiproliferativos extraidos del musculo del camarén

blanco (Litopenaeus vannamei) en el ciclo de lineas celulares de cancer humano.

3.2. Objetivos especificos

e Evaluar el potencial citotoxico de los compuestos extraidos del masculo del camarén
Litopenaeus vannamei en células de cancer humano.

e Caracterizar quimico-estructuralmente los compuestos extraidos del camarén blanco que
tengan mayor bioactividad sobre lineas celulares de cancer humano.

e Determinar la intervencion de los compuestos antiproliferativos del musculo del
camaron L. vannamei en el ciclo celular de lineas de cancer humano, valorando el tipo

de arresto celular.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Especie de estudio

Los especimenes del camardn L. vannamei fueron obtenidos en mercados locales de la ciudad
de Hermosillo, Sonora en México. Se utilizaron camarones de talla adulta y se adquirieron
durante las diferentes estaciones del afio. Las muestras fueron empaquetadas y almacenadas a -

20°C en bolsas de polietileno hasta su posterior uso.

4.2. Lineas celulares y cultivo

Células de carcinoma de prostata 22Rv1 (ATCC® CRL-2505™), adenocarcinoma invasivo de
mama MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26™), adenocarcinoma de cérvix HeLa (ATCC®
CRM-CCL-2™) y células no cancerosas de epitelio pigmentado de retina ARPE-19 (ATCC®
CRL-2302™) fueron donadas por el Laboratorio de cultivo de células de cancer del
Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas y mantenidas en &ptimas
condiciones en una incubadora VWR a una temperatura de 37°C, con una atmosfera con el 5%
de CO2 y humedad del 80%, utilizando medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(SIGMA®) para la linea celular 22Rv1 y medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(SIGMA®) para las lineas celulares restantes, ambos suplementados con 15% de suero fetal
bovino (SFB) (gibco®). Las condiciones mencionadas también fueron utilizadas durante los

ensayos de viabilidad y arresto celular.

4.3. Extraccion

Para la obtencién de la fase lipidica reportada con mayor potencial antiproliferativo (Wilson-
Sanchez et al., 2010; Lopez-Saiz et al., 2014), el musculo de L. vannamei fue obtenido retirando
la cabeza y el exoesqueleto del crustaceo, posteriormente fue homogenizado con cloroformo en
una proporcion 1:5 (p/p) utilizando un procesador de alimentos, el producto fue colocado en un
matraz Erlenmeyer donde fue agitado constantemente durante 1 h a temperatura ambiente
(25°C) protegido de la luz, la mezcla obtenida se someti6 a filtracion con vacio utilizando papel
filtro Whatman No.1 y el filtrado obtenido fue llevado a sequedad bajo presion negativa,
utilizando un rotavapor (Yamato, RE300) a no mas de 35°C. El extracto cloroformico fue
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recuperado con partes iguales de metanol y hexano, se dejo reposar durante 1 h en un matraz de
separacion a 4°C y finalmente las partes inmiscibles fueron recolectadas por separado, la fase
metanolica fue llevada nuevamente a sequedad bajo presion negativa con la ayuda de un
rotavapor. La muestra obtenida fue recuperada con cloroformo y almacenada a -20°C en un vial

color ambar hasta su posterior uso.

4.4. Purificacion

La fase metandlica obtenida fue fraccionada mediante cromatografia de columna abierta bajo
gravedad, utilizando como fase estacionaria silica-gel (SIGMA®, 70-230 mesh); las medidas
del empaque de la columna fueron de 75 cm de longitud y 5 cm de didmetro. Como fase mavil,
se utiliz6 una mezcla de solventes incrementando el grado de polaridad, formado por mezclas
en distinta proporcion de los solventes hexano y acetona (Tabla 1), las cuales se ajustaron a un
volumen final de 500 mL aumentando gradualmente en un 5% el porcentaje de acetona,
iniciando de cero. Los eluatos se recolectaron por unidad de volumen (250 mL) y fueron
monitoreados utilizando cromatografia en capa fina (TLC), revelando las sefiales en una camara
de luz ultravioleta de alta y baja frecuencia, para unir aquellas con bandas similares en una
misma fraccion. De las fracciones obtenidas se seleccionaron las primeras cuatro (LOpez-Saiz
et al., 2014) para su evaluacion. Todo el procedimiento de obtencidn se realizé protegiendo de

laluz y el calor.

4.5. Ensayo de viabilidad celular

El potencial citotoxico de las fracciones seleccionadas fue evaluado mediante el ensayo estandar
de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (Mosmann, 1983). Para
ello, 10,000 células por cada 100 pL fueron colocadas por pozo en una microplaca de 96 pozos,
tras 24 h de incubacion el medio fue retirado y sustituido, segun la linea celular, por medio
DMEM o RPMI suplementado con SFB que contenia distintas concentraciones (12.5, 25, 50 y
100 pg/mL 6 10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL, segun el ensayo) de las fracciones a evaluar disueltas
previamente en dimetilsulfoxido (DMSO); las células con los estimulos fueron incubadas por
48 h. Finalizada la incubacion, se agregaron 10 pL de soluciéon madre de MTT (5 mg/mL) y se

realizo una Ultima incubacion de 4 h, posteriormente el medio fue retirado y se agregaron 50 pLL
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de DMSO para disolver los cristales de formazan . Tras diez min, las absorbancias fueron
medidas en un lector de microplacas (800 TS de Agilent) utilizando 570 nm como longitud de
onda de prueba y 630 nm como referencia. Se evaluaron tres repeticiones y tres réplicas de cada

tratamiento.

Tabla 1. Conformacion de las fases moviles utilizadas durante la cromatografia en columna
abierta.

Solventes
No. de fase Volumen
) Hexano Acetona )
movil _ i final
Porcentaje mL Porcentaje mL
1 100 500 0 0 500 mL
2 95 475 5 25 500 mL
3 90 450 10 50 500 mL
4 85 425 15 75 500 mL
5 80 400 20 100 500 mL
6 75 375 25 125 500 mL
7 70 350 30 150 500 mL
8 65 325 35 175 500 mL
9 60 300 40 200 500 mL

4.6. Caracterizacion quimica

Las muestras fueron analizadas por Resonancia Magnética de Nuclear, tanto de proton (*H-
RMN) como de carbono (**C-RMN), los espectros fueron analizados en un espectrometro
Bruker Avance 400 (Bruker Instruments Inc. USA), a 400 MHz para *H y 100 MHz para *°C.
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Para la lectura, 20 mg de las muestras se disolvieron en 1 mL de cloroformo deuterado (CDCls)
(SIGMA®) y se utilizé tetrametil silano (TMS) como estandar interno.

4.7. Citometria de flujo

Para la determinacion del tipo de arresto celular se siguio la metodologia descrita por Ho et al.
(2019), con algunas modificaciones; 200,000 células fueron colocadas en 1 mL de medio de
cultivo por pozo en microplacas de 12 pozos, tras 24 h de incubacion el medio fue retirado y
sustituido, como correspondiera, con medio DMEM o RPMI suplementado con SFB con
distintas concentraciones de las fracciones a evaluar (12.5, 25, 50 y 100 pg/mL) disueltas
previamente en DMSO, las células con los estimulos fueron incubadas por 24 h. Posterior a la
incubacidn, las células fueron lavadas con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X
(centrifugando a 250 xg, 5 min, a 4°C) y despegadas con tripsina, tras un segundo lavado con
PBS frio las células fueron fijadas con formaldehido frio al 2% durante 12 min a 4°C. Después
de la fijacion, las células se lavaron dos veces con PBS frio y posteriormente se incubaron en
0.5 mL de Triton X-100/PBS al 0.5% a 37°C durante 15 min y se tifieron con 1 uL de yoduro
de propidio (PI) (eBioscience, cat. 00-6990-42). Inmediatamente después (maximo 1 h), el ciclo
celular fue evaluado por citometria de flujo. La intensidad media de la fluorescencia roja del PI
de las células individuales tefiidas fue medida en el canal PE-A, utilizando un citometro BD
FACSVerse™ (Becton Dickinson). Un minimo de 10,000 eventos fueron registrados y los datos
fueron analizados utilizando el software BD FACSuite™ (BD Biosciences). Todos los ensayos

fueron realizados por triplicado, cada réplica contenia 3 repeticiones.

4.8. Anlisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar. Todos los datos fueron expresados
como media * error estandar (ee), datos obtenidos de tres repeticiones con tres réplicas cada
una. Se realizo la comparacion de medias utilizando la prueba de t de Student con un valor de
a<0.05. Los valores de concentracion media inhibitoria o ICso fueron obtenidos a partir de las
curvas dosis-respuesta, utilizando un modelo de regresion Probit. Se utilizé el paquete
estadistico JMP 9.0.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Rendimientos de extraccion y purificacion

Las muestras obtenidas de la extraccion cloroférmica y de la fraccion metanolica presentaron
coloracion naranja brillante, la cual puede ser atribuible a la presencia de compuestos del tipo
carotenoide en la capa epidermica del masculo (Rodriguez-Bernal et al. 2017). El rendimiento
del extracto, particion y fracciones fueron analizados (Tabla 2). Los rendimientos obtenidos en
el presente trabajo son mas bajos que los reportados por Lopez-Saiz et al. (2014), pero similares
a los reportados por Garcia-Romo et al. (2022), las diferencias se pueden deber a la alimentacion
y a la época de captura del espécimen; se ha reportado que las proporciones de AGPI pueden
variar, sin embargo, el consumo siempre se ha recomendado dentro de una dieta balanceada
(Ayas et al., 2013).

Tabla 2. Rendimiento en base al musculo durante las diferentes etapas de extraccion y
purificacion.

Rendimiento en base al musculo (%)

Extracto cloroférmico 0.412 £ 0.04

Fase metanolica 0.285 £ 0.03
Fracciones

F1 0.012 + 0.003

F2 0.013 + 0.003

F3 0.030 £ 0.01

F4 0.022 + 0.003

Los datos son expresados como media + ee, resultado de un minimo de cuatro extracciones independientes.
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5.2. Actividad antiproliferativa/citotoxica

Para la evaluacion de la viabilidad celular por MTT en diferentes tipos de céncer, se utilizaron
las cuatro lineas celulares: células de cancer de mama (MDA-MB-231), cancer cérvico uterino
(HeLa), cancer de prostata (22Rv1) y células no cancerosas de retina (ARPE-19); y se utilizaron
concentraciones seriadas (12.5, 25, 50 y 100 pg/mL) para las fracciones a analizar (fraccion 1,
2, 3y 4) obtenidas a partir de la fase lipidica del musculo del camardn L. vannamei. Ademas, se
utiliz6 como control positivo el farmaco quimioterapéutico cisplatino, a una concentracién de
100 pg/mL.

De acuerdo con Lopez-Saiz et al. (2014) y Ruiz-Almada et al. (2020) entre las fracciones
que conforman la fase metandlica del extracto lipidico del camar6n blanco (obtenida con
cloroformo), aquellas que fueron reportadas con actividad antiproliferativa significativa sobre
células de linfoma murino (M12.C3.F6) y cancer de prdstata (22Rv1) son las que contienen los
compuestos de menor polaridad, por lo que de las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna, se seleccionaron las cuatro primeras para ser evaluadas sobre células cancerosas

humanas.

Ruiz-Almada (2020), siguiendo la misma metodologia, reportd que el madsculo de L.
vannamei contiene compuestos de naturaleza lipidica con “potencial” antiproliferativo
dependiente de la dosis sobre células de cancer de préstata (22Rv1), sin afectar las células no
cancerosas, pero, que dichos compuestos no fueron capaces de afectar la viabilidad celular de
células de cancer de colon (HCT-116), sin embargo, en dicha investigacion, no fueron
reportadas 1Cso.

En el caso de la primera evaluacion, descrita anteriormente, en los resultados obtenidos
(Tabla 3) se puede observar cdmo, a las concentraciones empleadas, las tres primeras fracciones
no lograron afectar la viabilidad de ninguna de las lineas de cancer evaluadas, asi como tampoco
afectaron las células no cancerosas. Sin embargo, los resultados obtenidos para la fraccion 4

muestran inhibicién de la proliferacion celular.
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Tabla 3. Porcentajes de viabilidad celular por MTT, obtenidos sobre células de células de cancer
de mama (MDA-MB-231), cancer cérvico uterino (HeLa), cancer de préstata (22Rv1) y células
de epitelio pigmentado de retina (ARPE-19), utilizando concentraciones de 12.5 a 100 pg/mL
de las fracciones 1, 2, 3 y 4 de la fase metandlica del extracto cloroférmico del mdsculo de L.

vannamei.
Frac Conc. Porcentaje de viabilidad celular
(ug/mL)  MDA-MB-231 HelLa 22Rv1 ARPE-19
100 116.89 +9.31%°4 87,85 +10.25° 111.88 +6.14°  96.42 + 3.68%°
50 133.21+11.08%  112.37+549%  131.05+5.33%  99.56 + 2.88%
' 25 94.78 + 4.81° 98.87 +6.61%°  116.22 +9.01%°  96.36 + 4.78%
12,5 110.06 + 4.14>% 93,61 +4.423¢  105.31 +3.92°  91.94 + 3,830«
100 120.60 + 6.84%  93.65+5.64%  99.45+7.90%  84.43 +6.41%
50 120.27 £6.26%¢  99.62 +5.15%° 12579 + 8.45®  89.19 + 4,590
? 25 92.27 + 4.54° 89.93+6.68°¢ 111.44 +3.83"¢  83.39 +6.27%
12.5 100.39 +3.11°%® 10153 +4.00%°  99.24 +5.89% 92,08 + 2.98°
100 107.12 +3.71°% 9551 +5.70%¢  113.50 +5.64°¢  104.77 + 6.28%®
50 120.97 £5.04%  102.67 +2.36%° 112.43 +5.24°¢ 92,74 + 4,29%c
} 25 95.69 +5.19° 91.96 +5.90% 10253 +3.35%  96.88 + 3.07%
12.5 116.77 + 4.48%°4  110.15+8.65®  99.47 +3.56%  84.65 + 3.43°
100 0.49 +0.499 3.02+1.11 3.13 +0.249 2.50 + 1.24"
. 50 68.14 +18.10°  71.14 +19.69¢ 0.63 + 0.42¢ 70.18 +17.37¢
25 97.25+7.18%  101.64+5.72%°  8578+8.83°  108.68 + 3.58
12,5 125.44 +2.05% 10531 +8.30%  97.66 + 4.53%  100.92 + 3.91%¢
Cisp. 100 64.22 + 6.447 28.79 £ 6.79° 51.19 +4.48"  83.66 + 3.49%

Los datos son expresados como media + ee, resultado de tres ensayos independientes con tres réplicas cada uno.
En una misma columna, letras diferentes representan diferencia significativa (o <0.05, prueba t de Student).
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A la concentracién mas alta de 100 pg/mL utilizada de la fraccién 4, las cuatro lineas
celulares se vieron afectadas de manera significativa, es decir, tanto células cancerosas como no
cancerosas. Los porcentajes de vialidad celular fueron muy cercanos a cero para las cuatro lineas

celulares, el efecto fue incluso mayor que el control positivo (cisplatino).

Para las concentraciones mas bajas de 12.5 y 25 pg/mL, la viabilidad de dos tipos de
células de cancer (mama y cérvix), y las células no cancerosas (retina) no se vio afectada; por
otra parte, la viabilidad de la linea celular de cancer de prostata (22Rv1) cuando se utilizaron
estas concentraciones disminuyd por debajo del 100 %. Para la concentracion de 50 pg/mL, la
viabilidad celular disminuy6 alrededor de un 30 % para las lineas celulares MDA-MB-231 y
HelLa, pero para las células 22Rv1 el porcentaje de viabilidad disminuyd una vez méas hasta
cero, como sucede a 100 pg/mL, lo que sugiere mayor susceptibilidad a los compuestos
citotoxicos/antiproliferativos presentes en la fase lipidica del musculo de L. vannamei para las
células 22Rv1 comparado a otro tipo de células cancerosas.

Si bien, las células no cancerosas ARPE-19 se ven afectadas a la concentracion més alta
de la fraccion 4, a 50 pg/mL sélo disminuye en un 30 % como se observa también en las otras
dos lineas cancerosas. De manera que este primer screening de bioactividad sugiere que existen
concentraciones entre los 25 y los 50 pg/mL de la fraccion 4 que pueden disminuir la viabilidad
celular de las células de cancer de prostata 22Rv1 de manera significativa sin afectar a las células

no cancerosas control utilizadas, entre ellas la 1Csp.

Por todo lo anterior, la fraccion 4 de la fase metanolica del extracto cloroférmico de L.
vannamei es la que presenta la mayor actividad citotoxica, y la linea celular mas sensible es
carcinoma de préstata (22Rv1), siendo seleccionadas para continuar en los ensayos posteriores.
Esto concuerda con los resultados obtenidos por Garcia-Romo et al. (2022) y Ruiz-Almada
(2020), quienes reportaron un efecto citotoxico mas pronunciado para la linea 22Rv1 a partir de
este procedimiento de extraccion. La linea 22Rv1 fue desarrollada en el laboratorio y es derivada
del xenoinjerto CWR22R; se ha reportado que esta linea expresa receptores androgenos a
diferencia de las otras lineas celulares de cancer de prostata (Sramkoski et al., 1999).

Para el segundo ensayo de viabilidad por MTT se utilizaron concentraciones entre 10 y
50 pg/mL de la fraccion cromatogréafica 4 sobre las células de cancer de prostata 22Rv1 (Figura
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2), con el fin de encontrar la concentracion capaz de disminuir el 50% de poblacién celular
(ICs0) comparado al control de células no estimuladas. En el grafico es posible observar el efecto
dosis-respuesta estadisticamente significativo que ejerce la fraccion 4 sobre este tipo de células,
donde aun a 40 pg/mL se disminuyo la viabilidad celular por debajo del 50%. Tomando en
cuenta estos resultados y utilizando un modelo de regresion Probit, la ICso fue de 35.96 + 1.70
pg/mL. Segun el Instituto Nacional del Cancer (NCI), el limite establecido para considerar un
extracto activo es de 30 pg/mL y de 4 pg/mL para compuestos puros (Alonso-Castro et al.,

2011), y si bien el valor de ICso obtenido no se encuentra dentro de este intervalo, el valor si es

muy cercano.
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Figura 2. Porcentajes de viabilidad celular por MTT, obtenidos sobre células de cancer de
prostata (22Rv1) utilizando concentraciones de 10 a 50 pg/mL de la fraccion 4 de la fase
metanolica del extracto cloroférmico del mdsculo de L. vannamei. Los datos son expresados
como media + ee, resultado de tres ensayos independientes con tres réplicas cada uno. Letras
diferentes representan diferencia significativa (a < 0.05, prueba t de Student).
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Ademas de lo anterior, utilizando las mismas concentraciones de la fraccion
cromatogréfica 4, también se evalué el efecto sobre las células de retina ARPE-19 utilizadas
como control (Figura 3), donde se demuestra que no existe efecto citotdxico de la fraccion 4
sobre las células ARPE-19 para concentraciones menores a 50 pg/mL, de hecho, la I1Cso
calculada para las células ARPE-19 es de 63.70 £ 3.64, la cual es casi el doble de la obtenida
para las células cancerosas 22Rv1.
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Figura 3. Porcentajes de viabilidad celular por MTT, obtenidos sobre células de epitelio
pigmentado de retina (ARPE-19), utilizando concentraciones de 10 a 50 pg/mL de la fraccion 4
de la fase metandlica del extracto cloroférmico del musculo de L. vannamei. Los datos son
expresados como media + ee, resultado de tres ensayos independientes con tres réplicas cada
uno. Letras diferentes representan diferencia significativa (o < 0.05, prueba t de Student).

Uno de los grandes problemas que representa el cancer es la poca selectividad que tienen
muchos de los farmacos que se utilizan para combatirlo, ya que la mayoria también afecta los

tejidos no cancerosos y esto se ve reflejado en los efectos secundarios importantes que presentan
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los pacientes oncoldgicos que son tratados con compuestos quimioterapéuticos (American
Cancer Society, 2022; Herrstedt et al., 2022). De manera que cuando se estudian compuestos
con potencial citotoxico/antiproliferativo in vitro, se busca que estos afecten lo minimamente

posible a las células no cancerosas que se utilicen como control.

Como se describié previamente, para obtener las fracciones cromatograficas de la fase
metanolica del extracto cloroférmico del muasculo de L. vannamei, se realizé una cromatografia
en columna abierta donde los eluatos se recolectaron por unidad de volumen, estos eluatos
fueron monitoreados por TLC y se unieron aquellos que presentaran bandas similares, formando
asi cada fraccion. En el caso de la fraccion 4, que fue la mas bioactiva, estaba conformada por
dos eluatos, por lo que se evaluaron por separado en los ensayos posteriores. Cuando se redujo
el volumen de ambos eluatos, estos presentaron ambos una consistencia aceitosa, pero su color
era distinto; el eluato 4.1 (por orden de recoleccion) era de color amarillo brillante, mientras que
el eluato 4.2 era de color anaranjado brillante. El eluato 4.1 fue etiquetado como subfraccion A

y el 4.2 como subfraccion B.

La viabilidad celular de las células cancerosas 22Rv1 (Figura 4) y las células control no
cancerosas ARPE-19 (Figura 5) bajo el efecto de las subfracciones A y B fue evaluado

utilizando concentraciones entre 12.5 y 100 pg/mL.

Para el caso de la linea celular ARPE-19 de epitelio pigmentado de retina, el
comportamiento dosis respuesta para ambas subfracciones (A y B) es bastante similar al
obtenido para la fraccion 4 completa, donde a 100 pg/mL la viabilidad se ve completamente
afectada, pero a 50 pg/mL aumenta de manera muy considerable, de tal forma que a 12.5 y 25
ug/mL no se ven afectadas. Tomando en cuenta estos resultados, se calcularon los valores de
las 1Cso sobre células ARPE-19 para las subfracciones A y B, obteniéndose 74.29 y 70.05
pg/mL, respectivamente. Si bien las ICso obtenidas para ambas subfracciones son similares a la
obtenida para la fraccién 4 completa, la citotoxicidad disminuyd un poco al separar la fraccion

en dos subfracciones.

Como vya se ha mencionado anteriormente, al estudiar el potencial
citotoxico/antiproliferativo sobre células cancerosas, se busca que los mismos compuestos no

ejerzan un efecto sobre las células no cancerosas control, de manera que la disminucién de la
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afeccion de las células ARPE-19 por las subfracciones A y B con respecto a la fraccion 4 es
aparentemente favorable; sin embargo, este fendmeno también se observa sobre las células
22Rv1 de cancer de prostata. Las células de cancer de préstata evaluadas siguen siendo
altamente afectadas por las subfracciones A y B a 100 pg/mL, sin embargo, al utilizar 50 ug/mL
de las subfracciones (individualmente) la viabilidad celular aumenta en alrededor de un 60 %,
lo cual no sucede para la fraccion 4 de la que provienen ambas subfracciones. Si bien la perdida
de la bioactividad sobre 22Rv1 es evidente (Figura 4), una vez mas se calcularon las ICso para
esta linea celular, pero para las subfracciones A y B individualmente, obteniéndose 64.15 pg/mL

para la primera 'y 61.30 pg/mL para la segunda.
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Figura 4. Porcentajes de vialidad celular por MTT, obtenidos sobre células de cancer de prostata
(22Rv1) utilizando concentraciones de 12.5 a 100 pg/mL de las subfracciones A 'y B de la
fraccion 4 de la fase metandlica del extracto cloroférmico del masculo de L. vannamei. Los
datos son expresados como media £ ee, resultado de tres ensayos independientes con tres
réplicas cada uno. Letras diferentes representan diferencia significativa (o < 0.05, prueba t de
Student).
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Figura 5. Porcentajes de viabilidad celular por MTT, obtenidos sobre células de epitelio
pigmentado de retina (ARPE-19) utilizando concentraciones de 12.5 a 100 pg/mL de las
subfracciones Ay B de la fraccion 4 de la fase metandlica del extracto cloroférmico del musculo
de L. vannamei. Los datos son expresados como media * ee, resultado de tres ensayos
independientes con tres réplicas cada uno. Letras diferentes representan diferencia significativa
(a < 0.05, prueba t de Student).

Los resultados anteriores sugieren que la fraccion 4 contiene mas de un compuesto
responsable de la bioactividad, con un posible efecto sinérgico o aditivo entre los mismos, de
manera que al separarse en las subfracciones A y B este efecto se ve disminuido y por lo tanto

también la bioactividad que se presento en la fraccion 4 completa.

Si bien no es posible asegurar que la fraccion Ay la fraccién B contienen cada uno de los
compuestos que participan en conjunto, por el contrario, es mayormente probable que ambas
aun los contengan, pero en proporciones diferentes de manera que el efecto en conjunto no se
lleva a cabo. Esto representa un hallazgo importante que debe ser investigado a mayor
profundidad. En farmacologia y toxicologia, el efecto aditivo equivale a la suma del efecto que
ejercen dos 0 mas compuestos por separado al combinarse; por otro lado, el efecto sinérgico se
observa cuando dos 0 més sustancias que tienen efecto por si solas, al combinarse ejercen un
efecto mayor importante, mayor que el aditivo (Tekin et al., 2016); el efecto sinérgico es un
efecto altamente buscado en el desarrollo de nuevos farmacos; la combinacion de varios

farmacos ha demostrado ser altamente eficaz y terapéuticamente mas efectiva (Yin et al., 2014).
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5.3. Caracterizaciéon quimico-estructural

Con la finalidad de determinar las estructuras quimicas involucradas en la reduccion de la
viabilidad celular de las lineas analizadas, se procedio a hacer el analisis espectrofotométrico de
las subfracciones. A partir de las técnicas de *H-RMN y **C-RMN se obtuvieron los espectros
de las subfracciones A y B obtenidas de la fraccion cromatografica 4 que resultd con mayor

actividad citotoxica sobre células 22Rv1 de cancer de prostata.

Para lograr identificar los compuestos presentes en las subfracciones A 'y B, primeramente,
se analizaron los espectros de *H-RMN obtenidos para ambas subfracciones (Figura 6). En esta
técnica los espectros que se obtienen proporcionan informacion sobre los distintos tipos de
hidrégenos que se encuentran presentes en una muestra, o en una molécula cuando se analiza
un compuesto puro (Pavia et al., 2009; Wade, 2013). Para este caso, en ambas subfracciones se
tienen al menos 25 tipos de sefiales distintas, esto significa que existen al menos 25 tipos
distintos de hidrégenos en las muestras. Por otra parte, los mismos desplazamientos quimicos
se pueden observar en ambos espectros, 1o que sugiere que ambas subfracciones podrian
contener los mismos compuestos sélo que en diferente proporcion, esto tomando en cuenta que
ambas conforman la totalidad de la fraccion 4 y que la Unica diferencia fisica entre la subfraccion

Ay la subfraccion B es el color.

Para el caso de *H-RMN, la integral de una sefial es proporcional al niimero de protones
que forman esa sefial, es decir, permite conocer cuantos hidrogenos idénticos hay en la molécula
que se analiza (Pavia et al., 2009), sin embargo, en el caso del presente estudio, las subfracciones
A'y B estan conformadas por mezclas de compuestos, por lo que esta propiedad del espectro se

enmascara por las distintas sefiales y la proporcién se pierde.
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Figura 6. Espectros *H-RMN de las subfracciones A y B obtenidas a partir de la fraccion 4 de
la fase metandlica del extracto cloroférmico del masculo de L. vannamei.

Por otra parte, con respecto a las sefiales que se observan, a campo alto se encuentran
primeramente sefiales entre 0.88 y 1.71 ppm, las cuales pueden atribuirse a la presencia de
protones de grupos metilo, (R-CHzs), metileno (R>—CH>), y/o metino (Rs—CH) (L6pez-Saiz et
al., 2014), de acuerdo con Tyl et al. (2008) los AGPI presentan una sefial entre los 0.94 y 1.00
ppm, correspondiente al grupo n-3 metilo presente al final de la cadena hidrocarbonada, sefial
gue encuentra presente en las subfracciones A y B. Posteriormente, ain en campo alto, se
encuentra un grupo de sefiales entre 2.1 y 2.5 ppm, generadas por protones que se unen a un
carbono que se encuentra adyacente a un grupo carbonilo, ya sea de un &cido carboxilico, o del
grupo funcional esterificado (Pavia et al., 2009). En este mismo intervalo, se genera la sefial
caracteristica Unica del DHA, exactamente a 2.4 ppm (Tyl et al., 2008), sin embargo, ésta no se
encuentra en ninguno de los espectros de las subfracciones, de manera que es posible descartar
la presencia de este AGPI. Por el contrario, la sefial caracteristica del EPA que se genera por los
protones de su B-carbono entre 1.65y 1.72 ppm (Tyl et al., 2008) si se observa en los espectros

de ambas subfracciones, lo que sugiere la presencia de éste.

Los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) generan una sefial caracteristica entre 1.95 y

2.05 ppm, la cual se genera por la presencia de 4 protones alilicos (Tyl et al., 2008), es decir,
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aquellos protones que se encuentran unidos a un carbono adyacente a un carbono que forma un
doble enlace con otro carbono (Wade, 2013). Los AGPI también contienen protones alilicos que
generan sefal en este intervalo, sin embargo, es generada sélo por dos hidrogenos que ademas
se encuentran apantallados por el grupo carboxilico cercano, por lo que deja de ser una sefial
representativa. En los espectros obtenidos a partir de las subfracciones A y B no se logra
observar la sefial mencionada, por lo que es posible descartar la presencia de AGMI; aunque, si
bien los AGPI también la generan minimamente, al analizarse una mezcla y no un compuesto
puro, se vuelve imposible su visualizacion. Siguiendo en campo alto, se encuentra una sefial
entre 2.7 y 2.9 ppm, la cual indica la presencia de protones bis-alilicos, que son aquellos unidos
a un carbono adyacente a dos carbonos que forman un doble enlace cada uno (Tyl et al., 2008;
Lopez-Saiz et al., 2014), esto sugiere la presencia de al menos una molécula que en su estructura
contiene una cadena hidrocarbonada con multiples dobles enlaces como la que contienen los
AGPI.

Las sefiales presentes entre 3.2 y 3.8 ppm en los espectros de las subfracciones A 'y B
pueden ser generadas por la presencia de protones que se encuentran unidos a carbonos que
también forman un enlace sencillo con oxigeno, ya sea en un grupo éter o en un alcohol; sin
embargo, la exactitud del desplazamiento quimico para estos grupos funcionales depende de
ambiente quimico que rodea a los protones (Pavia et al., 2009; Wade, 2013). Por otra parte,
hacia campo bajo, para ambas subfracciones encontramos sefiales entre 4.1y 4.5 ppm, las cuales
coinciden con aquellas generadas por los protones unidos a carbonos que se encuentran unidos
al grupo funcional éster, pero esta vez por el extremo del oxigeno y no del carbono (Pavia et al.,
2009: Lopez-Saiz et al., 2014). Tomando en cuenta que existen distintas sefiales en los espectros
de las subfracciones A y B que siguieren la presencia de AGPI, y dos tipos de sefiales distintas
que proponen la presencia de uno o varios grupos éster en las muestras analizadas, es posible,
que dichos AGPI se encuentren esterificados con un glicerol, o al menos una proporcién de
éstos. De hecho, de acuerdo con los autores citados, sefiales mas especificas entre 4.1-4.35 ppm

sugieren protones de un glicerol esterificado.

De acuerdo con Alexandri et al. (2017), en los espectros *H-RMN existe una region
definida entre 5.2 - 6.4 ppm para los protones que se encuentran unidos a un carbono formador

de un doble enlace con otro carbono, es decir los protones olefinicos, sin embargo, es posible
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encontrar este tipo de protones de dobles enlaces aislados y de dobles enlaces conjugados. De
manera que es posible identificar la presencia de protones olefinicos tanto en la subfraccion A
como en la subfraccion B, con mayor probabilidad de pertenecer a dobles enlaces no conjugados
como los que se encuentran en los &cidos grasos, sin embargo, hasta este punto no es posible
descartar la posible presencia de protones olefinicos de dobles enlaces conjugados, como los
que presentan los carotenoides.

Si bien los espectros evidencian la presencias de AGPI, esto de acuerdo con la mayoria de
las sefiales obtenidas a partir de *H-RMN para ambas subfracciones, en campo bajo se
encuentran dos sefiales en el &rea de los compuestos aromaticos, especificamente entre 7.5 y
7.75 ppm, las cuales posiblemente corresponden a la presencia de un compuesto del tipo ftalato
en ambas subfracciones, ya que el compuesto DOP contiene en su estructura quimica un anillo
aromatico, asi como dos grupos éster, lo que también concuerda con algunas sefiales de los
espectros; ademas de esto, la presencia del DOP ya ha sido reportado en la fase lipidica del
musculo de los camarones Litopenaeus stylirostris y L. vannamei (Lopez-Saiz et al., 2014;

Garcia-Romo et al., 2020), como se menciono anteriormente.

A partir del analisis por 3C-RMN, también se obtuvo un espectro para la subfraccion A y
otro para la subfraccién B, para ambos casos se agruparon cuatro tipos de sefiales (Figura 7).
Los espectros de **C-RMN proporcionan informacion de los distintos tipos de carbonos que
pueden encontrarse en una molécula y cominmente se utiliza en conjunto con la técnica de H-
RMN para determinar la estructura de un compuesto desconocido. Hacia campo alto se
encuentra primeramente un grupo de sefiales entre 10 y 40 ppm, este intervalo se encuentra
dentro del establecido para los grupos metilo (R—CHs3), metileno (R—CH), y/o metino (Rz—
CH). Hacia campo medio es posible observar una sefial entre 75 y 80 ppm, que es generada por
aquellos carbonos que se encuentran unidos directamente al oxigeno por medio de un enlace
simple. Mas hacia campo bajo 120 - 130 ppm, se observan desplazamientos en el area de los
anillos aromaticos, lo cual sustenta la existencia del compuesto DOP ya mencionado
anteriormente, tanto en la subfraccion A como en la subfraccion B. Y finalmente en campo bajo,
se puede visualizar una ultima sefial alrededor de las 180 ppm, que se genera por atomos de

carbono que forman parte de un grupo funcional carbonilico (C=0), probablemente de un acido

36



carboxilico o a un éster, ya que el area establecida para éstos es entre 155 y 185 ppm, y para los
grupos aldehidos y cetonas es 185 - 220 ppm (Pavia et al., 2009).
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Figura 7. Espectros 1*C-RMN de las subfracciones A y B obtenidas a partir de la fraccion 4 de
la fase metandlica del extracto cloroférmico del masculo de L. vannamei.

Tomando en cuenta que las subfracciones A y B contienen compuestos de naturaleza
lipidica, los resultados de *H-RMN y *C-RMN sugieren la presencia de AGPI posiblemente
esterificados a un glicerol y del compuesto DOP. Si bien se puede excluir la presencia de AGMI

y DHA, aun no se puede descartar la presencia de compuestos carotenoides.

De acuerdo con los posibles compuestos presentes en las subfracciones A y B, también se
obtuvieron los espectros *H-RMN de muestras estandarizadas de DOP y EPA, asi como de los
carotenoides B-caroteno y astaxantina, y fueron comparados con los espectros *H-RMN de las

subfracciones A y B como se muestra en la Figura 8. Lo que permitié confirmar la presencia
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de DOP y EPA; ademas de esto, es posible asegurar que las muestras analizadas también
contienen carotenoides, mas especificamente astaxantina. Si bien estos resultados no descartan
la presencia de otros carotenoides, con respecto al B-caroteno, es posible asegurar que no se

encuentra presente en ninguna de las dos subfracciones.
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Figura 8. Comparacion de espectros *H-RMN de las subfracciones A y B obtenidas a partir de
la fraccion 4 de la fase metanodlica del extracto cloroférmico del mdsculo de L. vannamei, con
espectros *H-RMN obtenidos a partir de B-caroteno, astaxantina, DOP y EPA.
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5.4. Arresto celular por citometria de flujo

Como se ha mencionado anteriormente, todas las células eucariotas se multiplican mediante
division celular. Para que una célula pueda dividirse y generar dos células hijas pasa por un
complejo proceso conocido como ciclo celular, el cual consta de cuatro fases secuenciales: fase
G,, fase S, fase G, y fase M, durante este proceso la célula crece y se prepara para la
multiplicacién (Bhoora y Punchoo, 2020). Muchos de los compuestos de origen natural que han
demostrado disminuir o inhibir la viabilidad y/o la proliferacion de células cancerosas, asi como
afectar la progresion del ciclo celular de éstas, han sido considerados como posibles candidatos

a convertirse en farmacos o adyuvantes anticancerigenos (Bailon-Moscoso et al., 2017).

Durante la proliferacion celular, la progresion a través del ciclo depende de una gran
cantidad de puntos de control que funcionan como semaéforos entre las fases celulares (Bhoora
y Punchoo, 2020), sin embargo, muchos de éstos se ven alterados en las células cancerosas,
permitiendo la multiplicacion descontrolada (Hanahan y Weinberg, 2011). Determinar si un
compuesto citotdxico tiene la capacidad de provocar el arresto celular, asi como la fase en la
que sucede, forma parte fundamental del entendimiento de un mecanismo de accién
antiproliferativo; ya que, si un compuesto tiene la capacidad de provocar la detencion del ciclo
en células cancerosas, esto significa que intervine en la cascada de sefializacidn que regula esa

fase del ciclo donde las células se ven arrestadas.

Para la presente investigacion, se determino el tipo de arresto celular que provocan las
subfracciones A y B obtenidas de la fraccion cromatografica 4 de la fase metandlica del extracto
cloroférmico de L. vannamei, por medio de una tincién con PIl. Debido a que el Pl tiene la
capacidad de intercalarse en el ADN, puede utilizarse para separar las células en tres etapas del
ciclo celular: fase Go/Gy, fase S y fase G2/M, debido a que cada una de éstas, respecto a la
anterior, contiene una mayor cantidad de ADN, que conlleva a una cantidad mayor de moléculas
de PI intercaladas y por lo tanto una mayor intensidad de fluorescencia (Alberts et al., 2015;
Hire et al., 2017). El recuento de estas células por citometria de flujo permite conocer cuantas

células se encuentran en cada una de las fases.

El tipo de arresto celular que provocan las subfracciones A 'y B sobre células de cancer de

préstata 22Rv1 fue determinado a concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL de cada una
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(Figura 9). Los histogramas obtenidos a partir de este experimento parecieran no mostrar un
efecto importante por ambas subfracciones, sin embargo, los valores numéricos de los
porcentajes ponen en evidencia que tanto la subfraccion A como la B ejercen una acumulacion
de casi el 100 % de las células en la etapa Go/G1 para todas las concentraciones evaluadas, efecto
estadisticamente significativo comparado al control no estimulado que presenta un menor
porcentaje en esta misma etapa, y uno mayor para la etapa S. Como control positivo fue utilizado
el farmaco quimioterapéutico doxorrubicina, el cual es un compuesto proapoptotico y que por
el contrario de las subfracciones evaluadas, demostré provocar el arresto celular en células
22Rv1 en la etapa Go/M.

Si bien el arresto celular sobre las células cancerosas demostrado es un panorama positivo,
un comportamiento similar se observd para la linea celular no cancerosa ARPE-19 (Figura 10),
donde nuevamente las células fueron arrestadas en la etapa Go/G1 por los compuestos presentes
en las subfracciones A y B evaluadas, incluso demostrando un efecto estadisticamente
significativo para las concentraciones de 12.5, 25y 50 pug/mL respecto al control no estimulado.
Por otra parte, utilizando 100 pg/mL de las subfracciones por separado, no fue posible realizar
la lectura de las células estimuladas, lo que significa que, a altas concentraciones, los
compuestos presentes en las subfracciones A y B son altamente citotdxicos para las células no
cancerosas ARPE-19, lo cual concuerda con el 0 % de viabilidad celular obtenido por MTT al
utilizar esta misma concentracion. Con respecto al control positivo doxorrubicina, una vez mas,

éste provoco el arresto celular en Go/M utilizando una concentracion de 30 pg/mL.
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Control

Subf. A 12.5 pg/mL

Subf. A 25 pg/ml

Subf. A 50 pg/mlL

Subf. A 100 pg/mL

Dox. 30 pg/mL Subf. B 12.5 pg/mL Subf. B 25 pg/mL Subf. B 50 pg/mL ) Subf. B 100 pg/mL
Jor I 7| s
Condicion Porcentaje de células por fase del ciclo celular
Tratamiento Concentracion Gy/G, S G,/ M
Control negativo 88.64 + 1.04¢ 10.59 +0.99% 0.06 +0.04>
100 95.04 + 1.15% 477 +1.114 0.26 +0.08>
y 50 97.07 £ 0.492 2.69 +0.4% 0.16 +0.12>
Fraccion 1
25 95.53 + 1.00% 4.00 +0.784 0.13 £0.07°
12.5 93.97 + 1.08% 5.72 £ 0.97Pd 0.07 £ 0.05>
100 92.45 +2.55 9.17 + 3.46%¢ 0.05 +0.03>
_ 50 97.18 +1.20° 2.65+1.124 0.02 +0.01°
Fraccion 2
25 96.10 + 1.94% 3.55+1.794 0.06 +0.06"
12.5 95.70 + 0.57% 4.08 +0.55< 0.02 +0.01°
Doxorrubicina 30 4.09 +0.814 11.20 +3.77° 86.63 +4.31°

Figura 9. Arresto celular por citometria de flujo sobre células de cancer de prostata (22Rv1)
utilizando concentraciones de 12.5 a 100 pg/mL de las subfracciones A y B de la fraccion 4 de
la fase metandlica del extracto cloroférmico del musculo de L. vannamei. Los datos son
expresados como media + ee, resultado de tres ensayos independientes con tres réplicas cada
uno. En una misma columna, letras diferentes representan diferencia significativa (o < 0.05,
prueba t de Student).
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Control Subf. A 12.5 pg/mL

Subf. A 25 pg/mL

Subf. A 50 pg/ml.

Recuanto cebiby
Recuento celiby

Recuento cehibar
E & B

]

Recuento cehilar

Coutemdo de ADN

Dox. 30 pg/ml.

Recuito cohibr
¥ ] [ ] §
Recuento cohibe

Subf. B 12.5 pg/mlL

Coutenido de ADN

2 w -
Contenido de ADN

Comtenido de ADN

Recuento celiby
E

Contenndo de ADN

‘omtenido de ADN

Subf. B 25 pg/ml.

Recuento celiby

Contenido de ADN

Subf. B 50 pg/ml.

Comtenido de ADN

Condicion Porcentaje de células por fase del ciclo celular
Tratamiento Concentracion Gy/G,; S G,/ M
Control negativo 76.69 +3.38" 22.15 +£3.26° 0.06 £0.01°
100 - - -
_ 50 97.21 £1.072 2.16 +£0.79" 0.12 +0.06"
Fraccion 1
25 97.88 +0.932 1.91 +0.85> 0.08 +0.03>
12.5 98.32 £0.712 2.28 +0.83> 0.18 +0.07°
100 - - -
. 50 96.22 +1.29° 3.89 +1.45P 0.09 + 0.04>
Fraccion 2
25 96.93 £ 0.90° 3.07 £ 0.86" 0.11 +0.04>
12.5 94.84 +1.542 5.05 + 1.50° 0.15 +0.10°
Doxorrubicina 30 0.70 £ 0.20° 3.84 + 0.66" 95.46 + 0.852

Figura 10. Arresto celular por citometria de flujo sobre células de epitelio pigmentado de retina
(ARPE-19) utilizando concentraciones de 12.5 a 100 pg/mL de las subfracciones Ay B de la
fraccion 4 de la fase metandlica del extracto cloroférmico del masculo de L. vannamei. Los
datos son expresados como media * ee, resultado de tres ensayos independientes con tres
réplicas cada uno. En una misma columna, letras diferentes representan diferencia significativa

(0. <0.05, prueba t de Student).
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5.5. Astaxantina y cancer de prdstata.

La astaxantina es una xantofila de origen natural que ya ha logrado ser quimicamente
sintetizada, ésta es un carotenoide no provitamina A (Stachowiak y Szulc, 2021). La astaxantina
(3, 3’-dihidroxi-p, p'-caroteno-4, 4'-diona) es un compuesto de color rojo que en su estructura
contiene dos grupos ceto en cada estructura de anillo (National Center for Biotechnology
Information, 2022), a los cuales se atribuyen la mayoria de las distintas bioactividades que se
han reportado para este compuesto. Esta molécula se ha logrado extraer a partir de diversos
organismos, principalmente marinos, como por ejemplo fitoplancton, algas y microalgas,
salmadn, algunos crustaceos entre ellos el camardn, entre otros (Shao et al., 2016; Li et al., 2020).
Existen una gran cantidad de estudios alrededor de la astaxantina, para la cual se han reportado
bioactividades como la inmunomoduladora, la antiinflamatoria, anticancerigena, hepato y
neuroprotectora, entre otras (Fakhri et al., 2018), sin embargo, su potencial antioxidante es una

de las mas importantes.

La astaxantina es conocida como un sUper antioxidante, ya que su actividad contra
especies reactivas de oxigeno (ROS) es 75 veces mayor que la del acido a-lipoico, 550 veces
mayor que la de la vitamina E, e incluso 800 veces mayor que la ejercida por la coenzima Q10
(Shao et al., 2016). Ademaés de esto, este carotenoide no se ha reportado como perjudicial para
la salud, asi como tampoco ha presentados efectos secundarios adversos (Ambati et al., 2014;
Li et al, 2020). En lo que respecta a la astaxantina como un compuesto
citotoxico/antiproliferativo, se ha reportado ampliamente su actividad anticancerigena sobre
células y/o xenoinjertos de cancer de mama, colon, prostata, cérvix, higado, eséfago,
neuroblastoma, entre otros; incluso existen reportes de que lograr prevenir la migracion y la
invasion de células malignas (Palozza et al., 2009; Nagendraprabhu y Sudhandiran, 2011;
Ambati et al., 2014; Shao et al., 2016; Simat et al., 2022).

De acuerdo con Ni et al. (2017), al utilizar astaxantina sobre xenoinjertos de células PC-
3 de céancer de prostata en ratones a una concentracion de 100 pg/g, fue posible inhibir el
crecimiento tumoral de forma significativa, obteniendo una tasa de inhibicién cercana al 50%.
Ademaés, también se observo una disminucion en la proteina Ki67, la cual alcanza niveles
maximos de expresion durante la mitosis y se encuentra ausente en las células estacionadas o

gue no se encuentran en replicacion (Panal et al., 2014), asi como del antigeno nuclear de
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proliferacion celular (PCNA). También se obtuvo un aumento significativo en los niveles de los
supresores de tumores miR-375 y miR-487b en los tejidos tumorales, asi como en la expresion
de la caspasa-3 (caspasa ejecutora), que actta al final de la cascada apoptotica intrinseca (Ponder

y Boise, 2019), todo esto acompariado de un aumento en el total de células apoptdticas.

Por otra parte, Sun et al. (2020), demostraron que la astaxantina tiene la capacidad de
inhibir la proliferacién como la clonacion de células de cancer de prostata humano DU145, de
manera muy eficaz, ademas de recudir su capacidad metastasica. De acuerdo con los autores,
entre las proteinas que se han reportado como blanco de la accion de la astaxantina encontramos
STAT3, NF-xB, PI3K/AKT, MAPK, PPARy, entre otras, las cuales intervienen en la
regulacién/modulacion de vias de sefializacion relacionadas a la supervivencia celular, como el
crecimiento, la progresion a través del ciclo, la division celular, la expresion génica, asi como
la apoptosis (Fresno et al., 2003; Youssef y Badr, 2011; Xia et al., 2014, Braicu et al., 2019;
Lee et al., 2019). Ademas, también se ha reportado la accion de la astaxantina sobre células
LNCap-FGC de cancer de préstata (Anderson, 2005), donde se demostrd que al utilizar este
compuesto se observaba una disminucidn en la proliferacion de las células in vitro, ademas de
una inhibicion casi completa de la enzima So-reductasa, la cual participa en la produccion de
dihidrotestosterona, necesaria para el crecimiento celular prostético; inhibidores la enzima 5a-
reductasa ya han sido considerados como tratamiento preventivo de cancer de prostata (Chau y
Figg, 2018).

5.6. Acido eicosapentaenoico y cancer de prostata.

El 4cido eicosapentaenoico o EPA es uno de los AGPI »-3 mas importantes, junto al DHA, ya
gue como el ser humano no tiene la capacidad de sintetizarlos de novo, y como ya se ha
mencionado, son considerados &cidos grasos esenciales. Esto pasa porque las células de los
mamiferos no tienen la enzima convertidora -3 desaturasa, la cual transforma los acidos grasos
®-6 en ®-3 en otros organismos, principalmente marinos (Simopoulos, 2002). Quimicamente,
el EPA se designa como 20:5, n-3, lo cual indica que es un acido graso que en su estructura
contiene una cadena hidrocarbonada de 20 carbonos con 5 dobles enlaces, donde el primer doble
enlace se encuentra ubicado en el tercer a&tomo de carbono desde el extremo distal de la cola del

acido graso (extremo contrario al que contiene el grupo carboxilico) (Brinton y Mason, 2017).

44



Referente a los AGPI ®»-3, existen una gran cantidad de estudios relacionados a enfermedades
humanas, incluso relacionados solo al cancer. Estos han demostrado ejercer su actividad
anticancerigena sobre distintos tipos de cancer y a partir de diferentes mecanismos de accion.
Los AGPI, entre éstos el EPA, han logrado afectar el crecimiento de células de cancer de mama,
pancreas, prostata, colon, carcinomas orales, neuroblastomas, mielomas, y demas
(Nikolakopoulou et al., 2013; So et al., 2015; Lin et al., 2017; Serini y Calviello, 2017; Shen et
al., 2018; Freitas y Campos, 2019; Giordano et al., 2020; Tousignant et al., 2020; Chiu et al.,
2021).

Con respecto al EPA y su accion sobre el cancer de prostata, se ha demostrado que este
acido graso tiene la capacidad de afectar la proliferacién a 100 ug/mL, observandose un efecto
dosis respuesta en la linea celular cancerosa P-C3, asi como una disminucion en la invasion y
migracion de estas células a 25 pg/mL (Oono et al., 2017). Utilizando esta misma linea celular,
se reportd que acidos grasos -3 tienen la capacidad de inducir la apoptosis, aunque el EPA en
menor grado que el DHA; asi mismo, individualmente lograron disminuir la expresion de la
ciclina A2, disminuyendo los niveles del ARNm utilizando concentraciones de 100 uM; ademas,
a esta misma concentracion, también fue posible observar un aumento en la expresion de la
proteina p21 (Eser et al., 2013). La ciclina A2 activa quinasas involucradas en la regulacion de
la fase S y el inicio de la mitosis, participando asi en el control de la division celular, de manera
que se utiliza como un marcador de la proliferacion celular (Loukil et al., 2015). La proteina
p21 se encuentra disminuida en una gran cantidad de neoplasias, por lo que también es conocida
como una oncoproteina, ésta funciona como un inhibidor de la progresion del ciclo celular en
células normales, de manera que es reportado como un efector antiproliferativo (lerardi et al.,
2001; Shamloo y Usluer, 2019).

Por otra parte, se ha reportado que utilizando concentraciones de 20 pM, EPA logra
disminuir la sefializacion en la via Akt/mTOR en células de adenocarcinoma de préstata LNCaP,
disminuyendo la actividad de la proteina Aktl y de los niveles de la proteina ribosomal fosfo-
S6 (Roudsari et al., 2021). La cascada de sefializacion de la via Akt/mTOR da como resultado
el inicio del proceso de transcripcion que dirige a la sintesis de las proteinas quinasas necesarias
para la transicion de fase Gi a la fase S (Iwenofu et al., 2008). Por lo que esta Gltima via de

sefializacion es una de las posiblemente afectadas en la linea celular cancerosa 22Rv1 analizada
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en el presente estudio, porque como ya se mencion0 anteriormente, se logré observar el arresto

celular en la fase Go/Ga.

También se ha reportado que en las células DU125 de cancer de préstata humano
estimuladas con EPA, se suprime la fosforilacion que activa las proteinas ERK, FAK y p70S6K,
involucradas en la activacion y progresion del ciclo celular (Liu et al., 2014). La cascada de
sefializacion ERK participa en la transduccion de sefiales intracelulares en respuesta a estimulos
extracelulares, entre éstos, algunos factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores (Lu
et al., 2020). En algunos tumores, la proteina FAK (Focal Adhesion Kinase) estimula la
motilidad, la supervivencia y proliferacion celular regulando la sefializacion celular dentro del
microambiente tumoral (Sulzmaier, 2014). Y la proteina p70S6k (serina/treonina quinasa) se
activa por la estimulacion de sefiales mitdgenas, interviniendo en la progresion a través de ciclo
celular de la fase Go/G: a la fase S (Kwon et al., 2002). En el estudio de Liu et al. (2014),
mencionado anteriormente, las células tratadas con EPA que s6lo recibieron medio de cultivo
sin SFB, no presentaron cambios importantes, lo que confirma la intervencion del EPA en la
cascada de sefializacion de estimulos proliferativos externos, como lo es el factor de crecimiento

presente en le SFB que se utiliza en el cultivo de células.
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VI. CONCLUSIONES

La fraccion del musculo del camarén blanco Litopenaeus vannamei reportada con mayor
actividad citotdxica, tiene la capacidad de afectar la viabilidad de células de carcinoma de

préstata humano sin afectar a células no cancerosas de epitelio pigmentado de retina.

Dicha fraccion, esta conformada por los compuestos lipidicos ftalato de dioctilo, acido
eicosapentaenoico esterificado a glicerol y astaxantina, atribuyéndose su capacidad citotdxica

sobre células de cancer de proéstata a los altimos dos.

La fraccién reportada con mayor actividad fue capaz de provocar el arresto celular en la

fase Go/G1 en células de carcinoma de prostata humano.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la accion sinérgica que puede existir entre el triglicérido con &cido
eicosapentaenoico esterificado y el carotenoide astaxantina, con respecto a su accion citotoxica
sobre lineas de cancer de prostata humano, determinando si éstas en conjunto, afectan a
moléculas involucradas en las vias de sefializacion que regulan la progresion a través del ciclo
celular, especificamente durante la transicién de la fase Go/G; a la fase S.

Evaluar en conjunto con el arresto celular por citometria de flujo el tipo de muerte celular
que ejerce la fraccion reportada con mayor bioactividad sobre las células de cancer de prostata
22Rv1, utilizando la doble tincion Pl — Anexina-V.
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