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Resumen
El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. A pesar de los avances
en la gquimioterapia, la diversidad de tumores, los efectos secundarios y la resistencia a
multiples farmacos (MDR) hacen que sea cada vez mas dificil tratar esta enfermedad. La
MDR se caracteriza por la sobreexpresion de los transportadores ABC, que expulsa los
farmacos utilizados en quimioterapia, siendo el principal obstaculo para la eficacia de su
tratamiento. Varios productos de origen natural o sintético son inhibidores potenciales de
ABC vy revierten el fenotipo MDR cuando se administran junto con medicamentos. Las
especies de macroalga marinas del género Sargassum presentan un alto contenido de
glicolipidos, que exhiben diferentes actividades biologicas. Por lo tanto, el proposito de esta
investigacion es evaluar el potencial de los glicolipidos aislados de la macroalga marina
Sargassum filipendula como moduladores de los transportadores ABC (ABCB1, ABCCly
ABCG?2) involucrados en la resistencia a multiples farmacos en células cancerosas. La
extraccion de los glicolipidos de S. filipendula se realiz6 mediante la técnica de maceracién
exhaustiva a temperatura ambiente con cloroformo/metanol 2:1 (v/v). El extracto se purificd
por cromatografia en columna y en capa fina y espectroscopia UV-Vis. Las fracciones
enriquecidas en glicolipidos se caracterizaron por FTIR, NMR en 1D (*H, $3C) y 2D (COSY,
HSQC y HMBC) y LC-MS. El ensayo de viabilidad celular mediante el marcaje por Pl y la
inhibicion de los transportadores ABC, se analizaron por citometria de flujo. Finalmente, el
estudio de la reversidn de la resistencia se determino por el ensayo MTT. Se obtuvieron siete
fracciones enriquecidas en glicolipidos, en las cuales se identificaron 10 compuestos de tipo
sulfoquinovosilgliceroles. Seis de las fracciones inhibieron la actividad de los
transportadores ABCB1 y ABCC1, mientras que, la fraccion denominada GL-1 no mostro
ningun efecto inhibidor. Por otro lado, ninguna de las fracciones modulé el transporte de
ABCG2. La fraccion GL-4 en combinacion con el farmaco antineoplasico, potencializo la
citotoxicidad de la vincristina en lineas celulares de Lucena-1, revirtiendo el fenotipo de la
MDR. Este es el primer reporte de glicolipidos aislados de S. filipendula capaces de inhibir

las bombas de eflujo y con ello vencer la resistencia adquirida a los medicamentos.

Palabras claves: glicolipidos, Sargassum filipendula, transportadores ABC, cancer, MDR.
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Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Despite advances in chemotherapy,
the diversity of tumors, side effects, and multidrug resistance (MDR) make it increasingly
difficult to treat this disease. MDR is characterized by ABC transporter overexpression,
which expels chemotherapy drugs, which is the main obstacle to their treatment efficacy.
Several products of natural or synthetic origin are potential ABC inhibitors and reverse the
MDR phenotype when administered together with drugs. Marine macroalgae species of the
genus Sargassum present a high glycolipids content, exhibiting different biological activities.
Therefore, this research aims to evaluate the potential of glycolipids isolated from the marine
macroalga Sargassum filipendula as modulators of ABC transporters (ABCB1, ABCC1, and
ABCG2) involved in multidrug resistance in cancer cells. Extraction of S. filipendula
glycolipids was performed by exhaustive maceration technique at room temperature with 2:1
(v/v) chloroform/methanol. The extract was purified by column and thin-layer
chromatography and UV-Vis spectroscopy. Glycolipid-enriched fractions were characterized
by FTIR, 1D (1H, 13C) and 2D (COSY, HSQC, and HMBC) NMR, and LC-MS. Cell
viability assay by PI labeling and inhibition of ABC transporters were analyzed by flow
cytometry. Finally, the resistance reversion study was determined by MTT assay. Seven
glycolipid-enriched fractions were obtained, in which 10 sulfoquinovosylglycerol-type
compounds were identified. Six of the fractions inhibited the activity of ABCB1 and ABCC1
transporters, while the GL-1 fraction showed no inhibitory effect. On the other hand, none of
the fractions modulated ABCG2 transport. The GL-4 fraction, combined with the
antineoplastic drug potentiated the cytotoxicity of vincristine in Lucena-1 cell lines by
reversing the MDR phenotype. This is the first report of glycolipids isolated from S.
filipendula capable of inhibiting efflux pumps and consequently overcoming acquired drug

resistance.

Keywords: glycolipids, Sargassum filipendula, ABC transporters, cancer, MDR.
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Capitulo 1

Planteamiento del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) determind que el cancer es una de las
principales causas de muerte a nivel mundial con més de 9 millones de casos para el 2020,
siendo el cancer de pulmon (19.7%), colon (10.2%), higado (9.1%), estomago (8.4%) y
mama (7.5%) los mas representativos. Se estima que para el afio 2040 los indices de cancer
superaran los 28 millones casos y unos 6.2 millones de muertes, atribuidas principalmente a
factores de riesgo como estilo de vida, obesidad, radiacién UV, consumo de alcohol y agentes
infecciosos. En Colombia, la incidencia en cancer para el afio 2020, fue de 1041013 casos,
de los cuales, 481028 personas fallecieron, principalmente por cancer de pulmon (12.2%),
cancer colorrectal (15.5%), cancer de mama (12.9%) y cancer de prostata (12.7%) (World
Health Organization, 2022).

A pesar de los constantes avances en los tratamientos de quimioterapia, cada vez es mas
dificil tratar esta enfermedad debido a la diversidad tumoral, la resistencia a los farmacos
antitumorales y los efectos secundarios de dichos tratamientos (Elmore et al., 2021; Janice
Ann Gabriel, 2007). La resistencia a multiples farmacos (MDR, del inglés, Multidrug
Resistance) generada por las células cancerosas es uno de los mayores problemas asociados
en la quimioterapia, aumentando la tasa de morbilidad y mortalidad, asi como los costos
financieros en el sector de la salud. La quimiorresistencia de las células cancerosas se da por
diferentes mecanismos tales como la inhibicion de las vias de apoptosis, reparacion de los
fragmentos de ADN, alteracion del compartimiento de las enzimas involucradas en el
metabolismo del farmaco o mecanismos de transporte, entre otros (Bar-Zeev et al., 2017; Wu
et al., 2011). Uno de los mecanismos mas frecuentes del fenotipo de MDR comprende la
sobreexpresion de proteinas transportadoras perteneciente a la familia ABC, en particular,
ABCBL (glicoproteina P o P-gp), ABCG2 (proteina de resistencia al cancer de mama, BCRP)
y miembros de la subfamilia ABCC (proteina de resistencia a multiples farmacos, MRP)
(Ween et al., 2015). La funcion principal de dichas proteinas es la expulsion de todo

compuesto xenobioético como los farmacos anticancerigenos, desde el interior de la célula



hasta el medio extracelular, disminuyendo asi la acumulacion de este y por tanto evitando la
muerte de las células tumorales (Bar-Zeev et al., 2017; S.-F. Zhou et al., 2008).

Con el objetivo de poder revertir el efecto de la MDR inducida por los transportadores ABC
en células cancerosa, en los ultimos afios se han llevado a cabo investigaciones sobre
moléculas bioactivas capaces de inhibir su funcion y de esta manera aumentar la
concentracion intracelular de los farmacos. Diversos productos de origen natural y/o
sintéticos, como flavonoides, alcaloides, terpenos y derivados sintéticos de diterpenos han
demostrado ser un potencial inhibitorio de la funcién de los transportadores cuando se
coadministran con los farmacos implementados en la quimioterapia (H. Cui et al., 2015; Xiao
et al., 2023). Algunas investigaciones, han sugerido que los glicolipidos también hacen parte
de las sustancias que revierten con eficacia los efectos de las bombas de eflujo sin generar
efectos citotoxicos (Castafieda-Gomez et al., 2017; Cruz-Morales et al., 2012, 2016).
Colombia, ademas de ser un pais megadiverso en fauna y flora terrestre, también cuenta con
una gran variedad de organismos marinos. Las macroalgas pertenecientes al género
Sargassum estan representadas por una variedad de especies reconocidas por su actividad
bioldgica y son las mas representativas en el territorio colombiano (Camacho et al., 2015).
Actualmente no se han reportado estudios de aislamiento de glicolipidos pertenecientes a la
especie Sargassum filipendula, los cuales pueden ser una alternativa terapéutica para la
inhibicion de las MDR. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de investigacion es evaluar el
potencial de los glicolipidos presentes en Sargassum filipendula, frente a la resistencia
inducida por transportadores ABC involucrados en el fenotipo de las MDR en células

cancerosas.



Capitulo 2

Estado de arte

2.1 Cancer: desarrollo y causas
El cuerpo humano esta conformado por billones de células diferentes en forma, tamafio,

distribucion y funcion, las cuales son consideradas la estructura funcional de los seres vivos.
Cuando una célula normal sufre algun dafio genético como mutaciones u otras alteraciones
que no pueden ser reparadas, activa una via de apoptosis o muerte celular programada para
asi controlar su desarrollo y crecimiento (Puente, Javier; Velazco, 2019). La transformacion
de células normales a células cancerosas se da principalmente por agentes ambientales,
diversos tipos de radiacion, inactividad fisica, factores de dieta, obesidad, tabaquismo,
alcoholismo, herencia, agentes infecciosos como parasitos, virus y bacterias, que causan
mutaciones en el ADN, por lo que las células contindian con su crecimiento y diseminacion
incontrolada (National Cancer Institute, 2022; Partanen et al., 2009). Este proceso es
conocido como carcinogénesis y se reconocen cuatro fases:

1. Induccion o iniciacion: aparecen las mutaciones del ADN que convierten las

celulas sanas en células cancerosas: division incontrolada, capacidad de invasion

local y de diseminacién a distancia.

2. Cancer “in situ”: incremento del nimero de células cancerosas en el 6rgano o

tejido en el que se origina produciendo el tumor primario.

3. Invasion local: extensién del tumor primario a las estructuras vecinas,

invadiéndolas y dando paso a los primeros sintomas.

4. Invasion a distancia o metastasis: las células cancerosas acceden al torrente

sanguineo diseminandose a otros drganos, y originando tumores secundarios.

2.1.1 Tipos de Cancer
La clasificacion y tipos de cancer se da en funcion del sitio de origen de la enfermedad y por

sus caracteristicas histoldgicas (composicion, estructura y caracteristicas) o de tejido. La

OMS en el afio 2000 publicé la Clasificacion Internacional de Enfermedades para


https://api.seer.cancer.gov/rest/glossary/latest/id/5469ff17e4b0d96583291bb7

Oncologia, en la cual existen mas de 100 tipos de cancer (World Health Organization, 2019),

gue se agrupan en las siguientes categorias:

1. Carcinoma: es el cancer mas comun de origen epitelial y es capaz de afectar
organos 0 glandulas de secrecion. Existen dos subtipos de carcinoma, el
adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas.

2. Sarcoma: cancer que se forma en tejidos conectivos y de apoyo como el tejido
6seo y tejidos blandos, incluyendo mdasculos, tejido adiposo, vasos linfaticos,
sanguineos, tendones y tejido fibroso.

3. Mieloma: cancer que inicia en las células plasmaticas (un tipo de glébulos
blancos) en la medula ésea, formando tumores en muchos huesos, ademas no permite
la produccion de celulas sanguineas sanas.

4. Leucemia: cancer derivado de los tejidos que forma la sangre en la médula
Osea 0 sus precursores. Este tipo de cancer no forman tumores solidos, en lugar de
esto, los glébulos blancos anormales (células leucémicas) se acumulan en la sangre
desplazando los glébulos normales en la sangre.

5. Linfoma: cancer del sistema linfatico que afecta especificamente a células T
o células B, que a diferencia de la leucemia producen tumores sélidos con la
capacidad de afectar ganglios u otros oOrganos en el cuerpo (World Health
Organization, 2022).

2.1.2 Tratamientos contra el Cancer
Existen diferentes tipos de tratamientos contra el cancer y su seleccion depende del tipo de

cancer y el estadio o fase en que se encuentra, aunque también se debe tener en consideracion
la edad y otros problemas de salud. Algunas personas con cancer solo recibiran un tipo de
tratamiento. Sin embargo, la mayoria de los pacientes reciben una combinacion de estos
(National Cancer Institute, 2022). Algunos de los tratamientos contra el cancer incluyen la
cirugia, radioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia, trasplante de células madre y la
quimioterapia. Este ultimo, es el tratamiento que mas se aplica contra diferentes tipos de

cancer donde se implementan farmacos que detienen o hacen mas lento el crecimiento de las
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células cancerosas. Ademas, se usa con otros tratamientos ayudando a reducir el tamafio de
tumores, destruir células cancerosas persistentes después de la cirugia o radioterapia, y
aniquilar células cancerosas que han regresado o que se han extendido a otras partes del
cuerpo (Dickens & Ahmed, 2021; National Cancer Institute, 2022).

2.1.3 Farmacos implementados en la quimioterapia
Los medicamentos se podrian clasificar de diferentes maneras, en funcion de su

naturaleza/fuente quimica, diana molecular, mecanismo de accion o eficacia en sistemas
modelo contra diversos tipos de neoplasias malignas. Sin embargo, es posible agrupar los
medicamentos de quimioterapia en agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos
antitumorales, inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores de la mitosis y corticoesteroides
(American Cancer Society, 2019; Anand et al., 2022). A continuacion, se nombran algunos

de los agentes quimioterapéuticos mas empleados:

Daunorrubicina

Es un farmaco de quimioterapia antineoplasico, un antibiético glucésido originalmente
aislado por fermentacion aerobica de Streptomyces peucetius. Ampliamente utilizado en
tratamiento de las leucemias mieloides agudas. EI mecanismo de accion se basa en su
intercalamiento en el ADN, inhibiendo la sintesis de &cidos nucleicos, ya que dificulta el
avance de la enzima topoisomerasa Il, encargada del desenrollamiento del ADN en el proceso

de transcripcion (Laurent & Jaffrézou, 2001).
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Figura 1. Estructura quimica de la Daunorrubicina.



Vincristina

Es un farmaco citotoxico que se usa contra el cancer testicular, de mama, pulmonar, de cabeza
y cuello. Es un tipo de alcaloide extraido de la planta Vinca rosea. Actua en el estadio de la
metafase del ciclo celular uniéndose a la tubulina e inhibe el ensamble de los microtibulos,
necesarios para la separacion de los cromosomas durante la anafase. La inhibicion de estas

estructuras provoca la muerte celular (Moore & Pinkerton, 2009).

Figura 2. Estructura quimica de la Vincristina

5-Fluorouracilo

El 5-FU es un agente antitumoral sintético que pertenece al grupo de farmacos
antimetabolitos que acttan inhibiendo los procesos biosintéticos esenciales o incorporandose
a macromoléculas, como el ADN y el ARN, e inhibiendo su funcién normal. Tiene actividad
antitumoral contra los adenocarcinomas que se originan en la mama, el tracto gastrointestinal
y el ovario, y contra los carcinomas de células escamosas que se originan en la cabeza, el

cuello y el eso6fago (Longley et al., 2003).
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Figura 3. Estructura del 5-fluorouracilo.

2.1.4 Resistencia en la quimioterapia
Desde la inclusion de la quimioterapia en el tratamiento de linfosarcomay leucemia, a finales

de la segunda guerra mundial, la quimioterapia se ha convertido en una de las principales
modalidades terapéuticas en el tratamiento del cancer (Pan et al., 2016). Sin embargo, la
resistencia relevante y los efectos secundarios graves han acompafado a los tratamientos
como los principales obstaculos clinicos para una cura exitosa del cancer (Rebucci &
Michiels, 2013).

La resistencia al cancer puede clasificarse en dos categorias, la innata y adquirida. La
resistencia innata a los medicamentos aparece antes del tratamiento, mientras que la
resistencia adquirida se desarrolla después de la terapia inicial (Rebucci & Michiels,
2013). En algunos pacientes, la exposicién prolongada a un solo agente quimioterapéutico
puede contribuir al desarrollo de resistencia cruzada frente a otros medicamentos, este
fendmeno se denomina Resistencia a Multiples Farmacos (MDR, del inglés, Multidrug
Resistance) (Raguz & Yague, 2008). Los mecanismos subyacentes para el desarrollo de la
resistencia a los fa&rmacos contra el cancer son complicados e involucran alteracion en las
vias de apoptosis que conducen a la supervivencia celular, cambios en los objetivos
especificos de cada farmaco, aumento de la salida del farmaco (bombas de eflujo) o
disminucion de la entrada, quimiorresistencia mediada por hipoxia, alteracion en el
comportamiento enzimatico que conduce a la activacion de anti-profarmaco contra el cancer,
reparacion de ADN, entre otros (Figura 4) (Abdullah & Chow, 2013; Bar-Zeev et al., 2017).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia a los medicamentos contra el cAncer. Tomado de (Bar-Zeev et al., 2017).

Las bombas de eflujo, implicadas en el fenotipo de las MDR, son transportadores de
membrana constituidas por proteinas que se encuentran involucradas en la excrecion de
sustancias toxicas desde el interior de la célula hasta el medio externo, principalmente como
mecanismo de resistencia (Jones & George, 2004). La mayoria de estas proteinas hacen parte
de la familia de transportadores casete de union al ATP (ABC, del inglés, ATP-binding
cassette), especializadas en el transporte activo, depende de la captacion e hidrélisis del ATP
(L. Huang et al., 2022).

Existen aproximadamente 49 tipos de transportadores ABC en humanos, repartidos en
subfamilias desde las ABCA hasta las ABCG, de los cuales 15 han sido identificados como
transportadores clinicamente activos involucrados en la resistencia a farmacos (Jaramillo et
al., 2018). Entre ellos, los transportadores ABCBL, proteina de resistencia a los
medicamentos o glicoproteina p (P-gp, del inglés, P-glycoprotein); ABCC1, proteinas
asociadas a la resistencia (MRP, del inglés, Multidrug Resistance-associated Protein) y
ABCG2 o proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP, del inglés, Breast Cancer

Resistance Protein) son los més representativos (Ween et al., 2015). A pesar del papel de los



transportadores en la fisiologia normal, la sobreexpresion de estos en las células tumorales
provoca resistencia a varios agentes citotdxicos en la quimioterapia del cancer (Borst et al.,
2000; Pan et al., 2016).

Proteina ABCB1
La proteina de transporte ABCB1 comlUnmente llamada P-gp fue caracterizada por primera

vez por Ling y colaboradores en 1974 en células de ovario de hamster chino (CHO, del inglés,
Chinese Hamster Ovary) resistentes a multiples farmacos (Ling & Thompson, 1974). No
obstante, este transportador se encuentra en tejidos normales, tipicamente en células
epiteliales de todo el cuerpo y es enddgena del tracto gastrointestinal, el higado, los rifiones,
los testiculos, los ovarios, las glandulas suprarrenales y pituitarias, la placenta, el plexo
coroideo y los capilares del cerebro, ademas de cumplir una funcion protectora que limita la
absorcidn de xenobioticos en las células endoteliales de los capilares cerebrales que forman

la barrera hematoencefalica (Ambudkar et al., 2003; Leslie et al., 2005).

La ABCBL1 exporta en mayor medida sustratos hidrofobicos, especialmente compuestos
aromaticos, aunque también compuestos xenobioticos neutros o cargados positivamente y
raramente compuestos anfipaticos (Sharom, 2011; Silva et al., 2015). La proteina ABCB1
presenta una estructura tipica de transportadores ABC con una Unica cadena polipeptidica de
1280 aminoéacidos, con dos mitades homdlogas, que contienen seis dominios transmembrana
(TMD, del inglés, Transmembrane Domain) y un dominio de unién de ATP separado por
una region enlazadora flexible suficiente para la interaccion de las dos mitades, favoreciendo
la comunicacion entre los dos sitios de ATP. Las dos regiones homologas interacttan para
formar un solo transportador y los principales dominios de unién de sustratos residen en los
dominios transmembrana 4, 5, 6, 10, 11 y 12 (Ambudkar et al., 2003; Loo & Clarke, 1999).
Los reportes sugieren un modelo de la proteina en el que los TMD formarian una cavidad de
unién al sustrato en forma de embudo (Figura 5): la porcién mas angosta miraria hacia el
lado citoplasmico, la regidn central seria el supuesto sitio de union al sustrato (también
Ilamado sitio de union) y la porcion mas grande que mira hacia el medio extracelular seria el

sitio de baja afinidad (Loo & Clarke, 2005). Ademas, esta bomba de eflujo esta glicosilada
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en tres sitios (N91, N94 y N99) y se estima que desempefian un papel en la orientacién de la

proteina en la superficie celular (Ambudkar et al., 2003).

A)

Figura 5. Estructura de la proteina relacionada a resistencia a drogas (ABCB1). A) Modelo de organizacién P-
gp en la membrana plasmatica que forma una cavidad de unién al sustrato en forma de embudo. B) Modelo 2-
D hipotético de la P-gp humana, basado en el analisis de hidropatia de la secuencia de aminoacidos y sus
dominios funcionales. Tomado de (Ambudkar et al., 2003; Loo & Clarke, 2005).

El transportador ABCB1 parece interactuar con los sustratos a través de interacciones Van
der Waals y enlaces hidrofobicos, aunque es incierto si la eliminacién de los compuestos se
produce en la fase acuosa externa (modelo de aspiracién) o si de lo contrario se transladaria
de la capa lipidica interna a la externa (modelo de flippasa) (Ambudkar et al., 2006; Loo &
Clarke, 2005). Probablemente, los dos modelos podrian coexistir segun el tamafio y la
hidrofobicidad de los sustratos (K. Da Costa, 2017). Es por ello, que una amplia gama de
farmacos antitumorales incluyendo las antraciclinas (daunorrubicina), alcaloides de la vinca
(vincristina), podofilotoxinas (etop6sido) y taxanos son extruidos por la P-gp ocasionando
una disminucion significativa en la concentracion intracelular en las células tumorales
(Abdallah et al., 2015). Adicionalmente, a partir del descubrimiento de ABCB1, se inicio la
busqueda de sustancias que pudieran ser utilizadas en la clinica, a través de un proceso de
quimiosensibilizacion basado en la coadministracion de un inhibidor de la proteina con un
farmaco antineoplasico. Esto con el objetivo de mejorar la acumulacién intracelular del

agente quimioterapéutico mediante la alteracion del transportador y con ello aumentar la
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efectividad del tratamiento contra el cancer. Las sustancias que muestran este perfil de
inversion se conocen como agentes moduladores de la resistencia.

Los inhibidores de la ABCB1 se clasifican en cuatro generaciones segin su potencia,
selectividad y capacidad de interaccion farmaco-farmaco. En la primera generacion se
incluyen bloqueadores de los canales de calcio (ej, verapamilo); inmunosupresores (ej,
ciclosporina A); antihipertensivos (ej, reserpina), antiarritmicos (ej, quinidina); vy
antiestrogenos (ej, tamoxifeno y toremifeno) (Amin, 2013). Muchos de estos farmacos son
en si mismos, sustratos de la P-gp y, por lo tanto, actiian compitiendo por la salida con otros
sustratos de la P-gp (inhibicién competitiva) (K. Da Costa, 2017). Sin embargo, las
principales limitaciones para el uso clinico de estos inhibidores se relacionan con efectos
inmunosupresores y cardiovasculares no deseados (Varma et al., 2003). Por tanto, se
desarrollaron inhibidores de segunda y tercera generacion, que modulan mas especificamente
la ABCB1, para mejorar el perfil de toxicidad de los inhibidores de primera generacion. Estos
son andlogos de los compuestos de primera generacion que fueron sometidos a
modificaciones estructurales con el fin de reducir su actividad terapéutica principal y
aumentar la eficacia y potencia. Entre ellos se encuentran los analogos no inmunosupresores
de ciclosporina A, valspodar (PSC-833); enantiomero R de verapamilo, dexverapamilo; y
otros compuestos como biricodar (VX-710), timcodar (VX-853) y dofequidar (MS-209) (Fox
& Bates, 2007; Palmeira et al., 2012). Finalmente, la cuarta generacion se enfoca en
inhibidores aislados de productos naturales y sus derivados, tensoactivos y lipidos,
peptidomimeticos y agentes que combinan la inhibicién del transporte con otra actividad

bioldgica beneficiosa (Palmeira et al., 2012).

El interés hacia los glicolipidos se debe principalmente a su actividad de reversion de MDR.
El estudio de este tipo de glicoconjugados como una nueva alternativa de modulacion del
transportador ABCBL1 es reciente, y atribuye su eficiencia a sus complejas estructuras. Hasta
la fecha, se han aislado glicolipidos de la familia Convolvulaceae, especificamente del género
Ipomoea, tales como albinoside 111, VII, VI, Xy XI (Castafieda-Gomez et al., 2017; Cruz-
Morales et al., 2012, 2016), jalapinosido (Bautista et al., 2015) y murocoidina V (Figueroa-

Gonzélez et al., 2012) que disminuyen significativamente la expresion de la P-gp en
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carcinoma de mama resistente a vinblastina con factores de reversion dos mil veces mayor

que el control positivo.

Proteina ABCC1
La proteina asociada a la resistencia ABCC1 o comunmente llamada MRP1, fue identificada

en 1992 en lineas celulares de pulmoén resistentes a antraciclinas y es la Gnica proteina
relacionada que ha sido ampliamente aceptada por su rol en la resistencia tumoral a mualtiples
farmacos en oncologia clinica (S. P. Cole et al., 1992; S. P. C. Cole, 2014a). La MRP1 juega
un rol relevante en la eficacia y toxicidad de los medicamentos utilizados para tratar
enfermedades no malignas y transporte de varios antibioticos, opiaceos, agentes antivirales,
citalopram y estatinas (S. P. C. Cole, 2014a). Adicionalmente, participa en la fisiopatologia
de enfermedades inflamatorias (Yoshioka et al., 2009) y otras enfermedades inmunologicas,
enfermedad cardiovascular (Becher et al., 2011) y ciertos trastornos neurologicos (Krohn et
al., 2011), asi como en la degeneracion macular relacionada con la edad (Sreekumar et al.,
2012), asi como en la progresion tumoral. Los xenobi6ticos expulsados por ABCB1 son
compuestos anidnicos, hidrofilicos conjugados y metabolitos de &cidos organicos de origen
natural. Como ejemplos de éstos dltimos se incluyen, el cisteinil (LTCs) y el estrogeno
conjugado (E2 17BG), asi como el glutation reducido y oxidado (GSH y GSSG, del inglés,
Glutathione y Glutathione Disulfide) (S. P. C. Cole, 20144; S. P. C. Cole & Deeley, 2006).
El fenotipo de resistencia provocada por la sobreexpresion de la MRP1 se da hacia varios
agentes neoplasicos aniénicos como el metotrexato y también frente a quimioterapéuticos
catiénicos como la vincristina y la daunorrubicina en presencia de glutation (Loe et al., 1996;
Renes et al., 1999). Asi mismo, son resistentes a la doxorrubicina, la epirrubicina, el

etopdsido, la actinomicina D, la colchicina y la vinblastina (Yang et al., 2010).

La ABCC1, es una glicofosfoproteina de membrana integral con una masa molecular
aparente de 190 kDa, compuesta de 1531 aminoacido (S. P. C. Cole, 2014a). La MRP1 tiene
una estructura de cinco dominios, con dos dominios de unién a nucleétidos (NBD, del inglés,
Nucleotide-binding Domain) y 17 TMD de los cuales tres atraviesan la membrana, estos son
denominados MSDO, MSD1 y MSD2 (Figura 6). Esta estructura difiere de la tipica proteina
ABC que tiene seis TMD en cada una de las dos regiones homologas (Zhang et al., 2015). La
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funcion exacta del NHz-terminal en la MSDO, que esta formada por 5 hélices alfa, ain es
incierta y bien puede depender del tipo de célula en las que se expresa (Bakos et al., 2000;
Westlake et al., 2005). La ausencia de la MSDO no conduce a la pérdida de la actividad
catalitica del transportador nativo, pero es necesaria para el funcionamiento del transportador
con mutaciones (Grigoreva et al., 2022). Esta bomba dependiente de ATP transporta los
sustratos a través del poro en la membrana formado por los 12 TMD que comprenden la
MSD1 y la MSD2. Sin embargo, la influencia en la translocacion de solutos a través de
MSD1 y MSD2, es poco conocida (S. P. C. Cole, 2014a; Rosenberg et al., 2010).

B)

MSDo, MSD1, MSD2

Membrane

NBD1, NBD2

ATP ADP+P;

Figura 6. Estructura de la proteina relacionada a resistencia a multiples drogas (ABCCL1). Estructura
esquematica de MRP1; A) 2D y B) 3D. Una estructura de dos miembros que comprenden dos dominios de
membrana, dos dominios de ligacidn de nucledtido (NBD) y los bucles citoplasmaticos de ligacion entre estos
dominios. Tomado de (S. P. C. Cole, 2014a).

El transportador ABCCL1 se expresa en casi todos los tejidos humanos especialmente en los
pulmones, el bazo, los testiculos, los rifiones, la placenta, la tiroides, la vejiga y las glandulas
suprarrenales, y raramente en algunas células del sistema circulatorio, como los eosindfilos,
las células T y los eritrocitos (Chang, 2007). La MRP1 transporta el GSH antioxidante
enddgeno con baja afinidad y el GSSG oxidado con mayor afinidad (Chang, 2007). Sin
embargo, parece que algunos farmacos anticancerosos a los que la MRP1 confiere resistencia
son expulsados de las células por la ABCC1, a través de un mecanismo de co-transporte con
GSH reducido (Loe et al., 1996). También se ha encontrado que la proteina ABCC1
purificada reconstituida en vesiculas de fosfolipidos es capaz de transportar aniones

organicos y transportar vincristina o acidos organicos dependiente de GSH, lo que sugiere
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que no requiere componentes celulares adicionales para su actividad basal (S. P. C. Cole,
2014a; Ishikawa, 1992; Mao et al., 1999).

Los moduladores no especificos como el probenecid y la indometacina, son capaces de
inhibir a los miembros del MRP involucrados en la salida de sustancias, ABCB1 y otros
transportadores que no pertenecen a la superfamilia ABC. Un potente inhibidor de ABCC1
es el conocido farmaco MK-571, sin embargo, no estd exento de inhibir otros miembros de
ABCC como ABCC2, ABCC4, ABCC5 y ABCCY7, sin efecto sobre ABCBL (S. P. C. Cole,
2014b). Otros inhibidores de MRP1 reportados en la literatura son el probenecid,
sulfinpirazona, indometacina, verapamilo, quercetina, genisteina, cisclosporina A, PAK-
104P, analogos de esteroides, ONO-1078, sulfonilurea, glibenclamida, delavirdina,
efavirenz, nevirapina, abacavir, emtricitabina, lamivudina, tenofovir, biocanina A,

kaempferol, esquinsandrina B (K. Da Costa, 2017).

Proteina ABCG2
El transportador ABCG2 es el segundo miembro de la subfamilia G de la superfamilia de

casete de uniona ATP (ABC), también conocido como proteina resistente al cancer de mama
(BCRP). Se identifico a fines de la década de 1990, en lineas celulares de cancer que eran
resistentes a diversos farmacos citotoxicos pero que no mostraban expresion de las
conocidas bombas de resistencia a multiples farmacos, es decir, los transportadores ABCB1
y ABCC1 (Doyle & Ross, 2003). La BCRP se expresa ampliamente en células y tejidos
normales, incluidas las células endoteliales capilares, las células madre hematopoyéticas, la
barrera materno-fetal de la placenta y la barrera hematoencefalica (Maliepaard et al., 2001;
S. Zhou et al., 2001). Ademas, parece desempefiar un rol protector contra los xenobidticos y
sus metabolitos (Noguchi et al., 2009). Sobre la estructura de ABCG2, es poco lo que se
conoce, sin embargo, esta proteina de masa molecular de 72 kDa y 655 aminoacidos, consta
de seis TMD vy se diferencia del resto de la familia de transportadores ABC en que tienen el
casete de unién a ATP o NBD en el lado N-terminal de la regién del dominio transmembrana
(Kerretal., 2011; Wakabayashi et al., 2006). La ABCG2 presenta una estructura de la mitad

del tamafio y en configuracion inversa a la mayoria de las otras proteinas ABC que
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comprenden dos NBD y dos TMD. Por tanto, es un medio transportador y se cree que se
homodimeriza, o posiblemente oligomeriza con otras proteinas ABCG2 para poder funcionar
(Robey et al., 2009) (Figura 7). Lo anterior, contrasta con otros miembros de la subfamilia G
de transportadores como ABCG5 y ABCGS8, que se heterodimerizan, para formar un
transportador funcional (Graf et al., 2002; Ozvegy et al., 2001).

La BCRP parece transportar xenobioticos y metabolitos enddgenos de esteroides que estan
sulfatados o glucuronizado (Grigoreva et al., 2022). El eflujo de sustratos caracteristico de
ABCB1 como cationes organicos y moléculas neutras, son exportados por ABCG2, pero
también incluyen &cidos organicos y conjugados de farmacos que no son buenos sustratos
para ABCB1 (Keogh, 2012). Los agentes quimioterapéuticos
como doxorrubicina, metotrexato, mitoxantrona'y topotecan se han identificado como
sustratos activos de ABCG2 (Stacy et al., 2013).

Extracellular

Membrane

c Cytoplasmic

NED MSD
Figura 7. Modelo de topologia de membrana de ABCG2. Se indican el dominio de unién a nucleétidos
(NBD), el dominio transmembrana (MSD), los segmentos transmembrana (TM) y el bucle extracelular 3
(ECL3). También se muestran los residuos de cisteina y los sitios de glicosilacion ligados a N en ECL3.
Tomado de (Mo & Zhang, 2012).
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2.2 Algas marinas
Las algas marinas son un grupo muy variado de organismos fotosintéticos el cual incluye las

microalgas y macroalga (Ruiz et al., 2016), esta Ultima a su vez, se divide en tres grandes
grupos, algas verdes (Chlorophyta), algas rojas (Rhodophyta) y algas pardas (Phaeophyta),
basado en sus pigmentos y formas de almacenar los productos derivados de la fotosintesis
(Motta. L & S, 2020). Actualmente se estima que existen alrededor de 30000 especies de
algas en todo el mundo, aungue se cree que este nimero podria ser mucho mayor debido a la

gran cantidad de especies aun por descubrir en los océanos (Guiry, 2012).

Las algas marinas son importantes debido a que son una fuente nutritiva para la alimentacion
humana y animal, se utilizan en la produccién de diversos productos, contribuyen al
equilibrio ecoldgico y son una fuente importante de absorcion de diéxido de carbono.
Ademas, su cultivo y conservacion son estrategias prometedoras para la sostenibilidad
ambiental y alimentaria, y pueden ayudar a mitigar los efectos del cambio climatico (Food
and Agriculture Organization, 2020; Holdt & Kraan, 2011; Milledge & Harvey, 2016). En
los ultimos 50 afios se ha estimado que mas de 3000 compuestos naturales se han descubierto
a partir de estos organismos (Guiry, 2012), entre ellos fitohormonas, polisacaridos,
compuestos antioxidantes y reguladores de crecimientos, clorofilas y carotenos, xantofilas,
minerales, manitol vitaminas, aminoacidos y proteinas, acidos alginicos, falvicos y otros

acidos organicos (Diego A, 2021).

2.2.1 Género Sargassum
El género Sargassum es un género de macroalgas pardas que pertenece a la familia

Sargassaceae. Se distribuyen ampliamente en aguas célidas y tropicales de todo el mundo
(Fidai et al., 2020; Mattio et al., 2015) y se encuentran a menudo flotando en la superficie
del océano, formando extensas masas conocidas como sargazo (Figura 9). Este género es
muy diverso y se estima que contiene alrededor de 300 especies diferentes, de las cuales la
mayoria de las especies son marinas y se encuentran en aguas poco profundas (Fidai et al.,
2020).

Las especies de Sargassum son importantes para los ecosistemas marinos, ya que
proporcionan habitat y alimento para una gran variedad de organismos. Ademas, el género
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Sargassum también es una fuente importante de compuestos bioactivos con potencial uso en
la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (Chen et al., 2021; C.-Y. Huang et al.,
2022; Tagliapietra & Clerici, 2023).

Sargases el

T
0N

3N

. : 9 50100880 Sea
A »
Lk
A= '\ i
N &

North Equatonad
Reckoutation Regior

0w "t?v w 'w
Figura 8. Representacion esquematica de los principales patrones de corrientes oceénicas y areas de
acumulacidn de sargazo en el Océano Atlantico. Tomado de (Uribe-Martinez et al., 2022)

Ademas de su valor ecoldgico, las especies de Sargassum también son importantes presentan
una variedad de compuestos bioldgicamente activo. Algunos de estos compuestos son de tipo
terpenoides, flavonoides, esteroles, polisacaridos sulfatados, polifenoles, acidos
sargaquinoicos, sargacromenol y feofitina, aislados de diferentes especies de sargazo. Estos
metabolitos tienen una amplia gama de actividades bioldgicas, incluyendo actividad
analgésica, antiinflamatoria, antioxidante, neuroprotectora, antimicrobiana, antitumoral,
fibrinolitica, inmunomoduladora, anticoagulante, hepatoprotectora y antiviral, entre otras
(Rushdi et al., 2020; Yende et al., 2014).

En Colombia, el género Sargassum estd ampliamente distribuido a lo largo de la costa del
Caribe y del Pacifico, incluyendo Santa Marta, Cartagena y en el Parque Nacional Natural
Tayrona (bahia Concha y Gayraca). Actualmente, se han reportado 12 especies diferentes
para este género, incluyendo la especie Sargassum filipendula, alga de aspecto piramidal que

alcanza 1 metro de altura de coloracion verde oliva-café caracterizada por presentar ramas
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laterales primarias cilindricas y lisas; filoides simples y vesiculas abundantes entre 80 — 632
presentes a lo largo de todo el talo (Camacho et al., 2015). En la costa caribefia, las especies
de Sargassum mas comunes son S. polycystum y S. natans, mientras que en la costa del

Pacifico predominan S. pacificum y S. hystrix (Rodriguez-Ruiz, & Gil-Kodaka, 2016).

Aunque Sargassum no es nativo de Colombia, se ha observado un aumento en la presencia
de esta macroalga en las costas del pais en los ultimos afios, 1o que ha afectado negativamente
las actividades turisticas y econdmicas, asi como los ecosistemas costeros y marinos (Gavio
et al., 2015; Gavio & Santos, 2018). Por esta razén, en Colombia se estan llevando a cabo
investigaciones para entender mejor las floraciones de Sargassum en las costas del pais y
para desarrollar estrategias efectivas de manejo y control de la macroalga (Cortés et al.,
2014). Adicionalmente, en la exploracion de aplicaciones potenciales para la biomasa de
sargazo en Colombia, se han identificado en los tltimos afios diversos compuestos bioactivos
que poseen propiedades medicinales y nutricionales (Arias-Echeverri et al., 2022). Entre
estas propiedades se incluyen efectos antioxidantes, antitumorales y de fertilizacion (Bula-
Meyer, 2004; Gupta et al., 2020; Luna-Pérez et al., 2023).

2.2.2 Glicolipidos de Sargassum
Los glicolipidos son un tipo de lipidos que se caracterizan por tener un carbohidrato unido a

un lipido mediante un enlace glucosidico. En el género Sargassum, se han identificado varios
tipos de glicolipidos, siendo los mas comunes los monogalactosildiacilglicéridos (MGDG),
digalactosildiacilglicéridos (DGDG) y sulfoquinovosyldiacilglicéridos (SQDG) (Logvinov
et al., 2015). Estos glicolipidos tienen una presencia significativa en el género Sargassum,
que es representativo de las algas pardas, y se ha reportado que tienen un alto contenido de
estos fitoconstituyentes, aproximadamente entre el 19% vy el 33% (Dembitsky et al., 1990)
(Figura 9). Ademas, los glicolipidos son los principales componentes lipidicos de la
membrana fotosintética en las algas (Murata & Siegenthaler, 2006), lo que sugiere que
podrian desempefiar un papel importante en la fotosintesis y en la adaptacion de las algas a

Su entorno.
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Figura 9. Glicolipidos de algas del género Sargassum.

Una revision bibliografica realizada sobre la caracterizacion y actividad bioldgica de los
glicolipidos desde el afio 2000 hasta el 2022 mostro que solamente se encontraron 17
articulos relevantes. De estos, Unicamente cuatro estudios evaluaron la actividad
anticancerigena de glicolipidos aislados (Alzarea et al., 2021; Hossain et al., 2005), extracto
enriquecidos en sulfoglicolipidos (Tsai & Sun Pan, 2012), asi como analisis in silico
(Abdelrheem et al., 2021). Cinco estudios evaluaron la composicion de acidos grasos del
extracto de cloroformo/metanol (Santos et al., 2019) y lipidos polares (Sanina et al., 2004,
2008) y sulfolipidos (Tsai & Sun Pan, 2012) ademas de la actividad para aumentar la
inmunogenicidad de las porinas (Sanina et al., 2012) y la actividad antirradicalaria (Fomenko
et al., 2019). Ocho estudios describen la elucidacion estructural de glicolipidos aislados del
género Sargassum (Z. Cui et al., 2001; Y. H. Kim et al., 2007; Logvinov et al., 2015;
Rahelivao et al., 2015) (Figura 10), incluyendo la bioprospeccion de compuestos como
actividad antiincrustante (Plouguerné et al., 2020), inhibidores de la acumulacion de TG y
acidos grasos libres (Ma et al., 2014), actividad anti-HVS-1 y HVS-2 y actividad

antiincrustante (Plouguerné et al., 2010, 2013). En la Tabla 1, se enlistan los estudios
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mencionado anteriormente, incluyendo las especies de Sargassum, extracto o tipo de

glicolipido, actividad bioldgica y referencia bibliografica.

Sin embargo, hasta la fecha se han llevado a cabo pocos estudios que exploren el potencial

de los glicolipidos presentes en el género Sargassum. Con el objetivo de aprovechar las

posibles aplicaciones de la biomasa de algas en Colombia, se plantea una propuesta para

evaluar los glicolipidos del alga parda Sargassum filipendula como posibles inhibidores o

moduladores de los transportadores ABC involucrados en el fenotipo de la resistencia

multiple a farmacos (MDR) en cancer.

Tabla 1. Glicolipidos encontrados en el género Sargassum y sus actividades farmacologicas.

Especie Extracto o compuesto Actividad bioldgica Referencia
(Alzarea et al.,
S. cinereum MGMG (1) Anticancer 2021)
(Abdelrheem et
S. platycarpum MGDG (2) Anticancer al., 2021)
Plouguerné et
MGDG (3), DGDG (4) y y (
S. vulgare SQDG (5) Antiincrustante al., 2020)
Extracto etanolico y (Fomenko et
S. pallidum extracto Atirradicalaria al., 2019)
cloroformo/metanol
(Santos et al.,
Extracto
S. vulgare cloroformo/metanol i 2019)
Logvinov et
. MGDGs, DGDGs y (
S. pallidum SQDGs - al., 2015)
(Rahelivao et
S. incisifolium MGDG (6) - al., 2015)
Inhibicion de la (Maetal.,
S. horneri MGDGs acumulacion de TG y 2014)
acidos grasos libres
(Plouguerné et
S. vulgare SQDGs (5, 7 - 11) anti-HSV-1y HSV-2 al., 2013)
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S. crassifolium,
S. cristaefolium

S. pallidum

S. muticum

S. pallidum, S.
thunbergii

S. thunbergii

S. horneri

S. pallidum

S. hemiphyllum

SQDG

Lipidos polares

Extracto cloroférmico

Lipidos polares

MGDG (12 y 13)

DGDG y SQDG

Lipidos polares

SQDGs

Anticancer

Regulacion
inmunoldgica

Antiincrustante

Anticancer

(Tsai & Sun
Pan, 2012)

(Sanina et al.,
2012)

(Plouguerné et
al., 2010)

(Sanina et al.,
2008)

(Y. H. Kim et
al., 2007)

(Hossain et al.,
2005)

(Sanina et al.,
2004)

(Z. Cui etal.,
2001)
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Figura 10. Estructura de glicolipidos presentes en Sargassum (la enumeracion de cada estructura se
referencia en la Tabla 1)
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2.3 Técnica de extraccion de glicolipidos
Los glicolipidos son compuestos bioldgicos esenciales que se encuentran en la membrana

celular de una amplia variedad de organismos, incluyendo las algas pardas. La extraccion de
glicolipidos de estas algas ha ganado interés en los ultimos afios debido a sus aplicaciones en
la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria y energética (Hakim & Patel, 2020; Kumari
et al., 2010). Existen varios métodos de extraccion de glicolipidos en las algas, que se pueden

clasificar en dos categorias principales: métodos convencionales y no convencionales (Figura

11).

Glicolipidos

F Métodos de Extraccion ﬁ

Métodos convencionales Métodos no convencionales

ME y EE UAE, MAE y SFE

I_‘_I

Cuantificacion
UV-Vis, FTIR, NMR, GC-MS, HPLC-MS

Figura 11. Descripcién general de los métodos de extraccion y cuantificacion de glicolipidos en algas pardas.

Entre los métodos convencionales se encuentra la extraccion por maceracion (ME), que
implica el uso de disolventes como cloroformo, metanol y éter de petréleo para extraer los
glicolipidos mediante la ruptura de las membranas celulares (Kalsum et al., 2019; Sanina et
al., 2004; Terme et al., 2017). Este método ha sido ampliamente utilizado debido a su
simplicidad y eficiencia, y ha sido empleado en todos los estudios previos sobre la extraccion
de glicolipidos de Sargassum reportados en la Tabla 1. Otro método convencional es la
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extraccion enzimética (EE), que utiliza enzimas especificas para degradar las membranas
celulares y liberar los glicolipidos. La EE ha sido implementada con éxito para la extraccién
de lipidos en microalgas (Blanco-Llamero et al., 2021; Sierra et al., 2017; J. Zhou et al.,
2022).

Los métodos no convencionales incluyen la extraccion asistida por ultrasonido (UAE), que
utiliza ondas ultrasénicas para aumentar la permeabilidad de las membranas celulares y
mejorar la extraccion de glicolipidos (Blanco-Llamero et al., 2021; Carreira-Casais et al.,
2021; Y.-H. Kim et al., 2013). También esta la extraccion asistida por microondas (MAE),
en la que se emplean microondas para calentar rapidamente el solvente y las células de algas,
lo que aumenta la eficiencia de extraccion de glicolipidos (Garcia-Vaquero et al., 2021;
Zghaibi et al., 2019). Otra técnica no convencional es la extraccion con fluidos supercriticos
(SFE), que utiliza dioxido de carbono supercritico como solvente para extraer glicolipidos a
alta presion y temperatura (Conde et al., 2015; Patel et al., 2020; Santana et al., 2012; Terme
etal., 2017). No obstante, este método de extraccion se ha aplicado con mayor frecuencia en
la extraccién de lipidos de microalgas, aungque también se ha utilizado en la extraccion de
otros fitoconstituyentes de algas.

Cabe destacar que la seleccion del método de extraccion adecuado dependeré de diversos
factores, como la especie de alga, la naturaleza y cantidad de los glicolipidos presentes, asi

como la pureza y rendimiento requeridos en la aplicacion final.
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Capitulo 3

Hipdtesis

Los glicolipidos del alga parda Sargassum filipendula tienen el potencial como inhibidores

naturales de los transportadores ABC, revirtiendo el fenotipo de MDR en cancer.
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Capitulo 4

Objetivos

General

Evaluar la capacidad de los glicolipidos de Sargassum filipendula para revertir el fenotipo de
MDR, asociado a la inhibicion de los transportadores ABC en un modelo celular de cancer
de Lucena-1.

Especificos
o Aislar y caracterizar los glicolipidos mayoritarios de la especie Sargassum

filipendula.

o Determinar la capacidad de inhibicion de los glicolipidos de la macroalga Sargassum
filipendula frente a los transportadores ABC (ABCB1, ABCC1 y ABCG2), en

células de cancer de Lucena-1.

o Estimar la viabilidad celular de las fracciones de glicolipidos de Sargassum

filipendula en células de Lucena-1.

o Determinar la actividad de reversién del fenotipo de resistencia a maltiples farmacos

mediada por los transportadores ABC, en células de cancer de Lucena-1.
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Capitulo 5

Materiales

5.1 Material Biologico
La colecta de la macroalga parda se realizo en junio de 2019 en las playas de Taganga (Santa

Marta) Magdalena-Colombia, coordenadas geogréficas 11°16°15.62>°N; 74°12°18.01”°0. La
identificacion de la especie marina se llevo a cabo por el Instituto de Investigaciones Marinas
y Costeras José Benito Vives de Andréis (INVEMAR) mediante comparacion de los
caracteres morfoldgicos descritos para Sargassum filipendula (Camacho et al., 2015). La
colecta se realiz6 bajo el permiso expedido por la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA), resolucion 1461 de diciembre 3 de 2014 y el contrato Marco de
Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados, (Otrosi No. 5, contrato nimero 126
de 13 de mayo de 2016, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible). EI material
bioldgico colectado se lavo con agua de grifo, sequido con agua destilada y se seco por 5 dias
a temperatura ambiente. Para mejorar la eficiencia del secado, la muestra se sometié a 40 °C
en estufa protegida de la luz artificial durante 48 h. Finalmente, el alga se moli6 hasta obtener

un polvo fino homogéneo utilizando un molino eléctrico (IKA A1l basic S1).

La linea celular eritroleucémica humana K562, provienen de un paciente con leucemia
mieloide crénica (CLM) en crisis blastica, suministrada por la organizacion American Type
Culture Collection (ATCC); y su equivalente, Lucena-1, se mantuvieron en medio RPMI-
1640, pH 7.4, complementado con 50 pg/mL y 10% de suero fetal bovino (FBS, del inglés,
Fetal Bovine Serum). Las células Lucena-1 se desarrollaron en el Laboratory of Glycobilogy,
Institute of Biophysics Carlos Chagas Filho, Federal University of Rio de Janeiro, Brasil,
mediante la exposicidn continua de células K562 a concentraciones crecientes del farmaco
citotoxico sulfato de vincristina (60 nM) segun lo descrito por (Rumjanek et al., 2001) y
(Daflon-Yunes et al., 2013). Para realizar los experimentos de inhibicién de transporte de las

proteinas ABC, viabilidad celular y reversion de la MDR, el farmaco se dejé de suministrar
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al cultivo celular durante tres dias. Las células se sembraron a una concentracion de 2 x10*
células/mL y se resembraban cada tres o cuatro dias, todos los cultivos celulares se

mantuvieron en una incubadora a 37 °C bajo un ambiente humidificado con CO; al 5%.

5.2 Materiales y reactivos quimicos
Cloroformo (CHCIs, Merck), metanol (MeOH, Merck), hexano (CeHi1s, Merck), acetona

(Me2CO, Merck), cloruro de potasio (KCI, Merck), amoniaco (NHsOH, Merck), acido
sulfarico (H2SOa4, Merck,), metanol deuterado (CD30D, Merck), orcinol, condroitrin sulfato
(Sigma-Aldrich), 1,9 azul de dimetilmetileno (DMB, Sigma-Aldrich), galactosa (Merck),
TLC silica gel 60 F254 60 (Merck), silica gel 60 (0.063 — 0.200 mm, Merck), fenol (Sigma-
Aldrich), gentamicina, (Sigma-Aldrich), suero fetal bovino (FBS, Life Technologies do
Brasil), sulfato de vincristina (Sigma Chemical), azul de trypan (Sigma Chemical), yoduro
de propidio (Pl, Sigma Chemical), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT,
Sigma Chemical)), dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Chemical), rodamina 123 (Rho 123,
Sigma-Aldrich), diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina (CFDA, Sigma-Aldrich),
mitoxantrona (MTX, Sigma-Aldrich), verapamilo (VP, Sigma-Aldrich), acido 5-(3-(2-(7-
cloroquinolin-2-il)etenil)fenil)-8-dimetilcarbamil-4,6-  ditioctanoico (MK-571, Sigma-
Aldrich), KO-143 (Sigma-Aldrich), paraformaldehido (PFA, Sigma-Aldrich).
5.3 Equipos

Espectrofotometro  UV-Visible Evolution Thermo Scientific 60S, espectrofotometro
Shimadzu FTIR Affinity-1, espectrometro de resonancia magnética nuclear (RMN) Bruker
Avance II1 HD 600 MHz, cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC, del inglés, High
Performance Liquid Chromatography) Shimadzu Nexera X2 acoplado a espectrometro de
masas Bruker Maxis Impact configurado con ionizacion por electroespray y un analizados
de tiempo de vuelo cuadrupolo (ESI-Q-TOF), citémetro de flujo laser FACScalibur (Becton
Dickinson, San José, CA, EE. UU.), espectrofotometro UV-Visible Beckman Coulter AD
340.
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Capitulo 6

Metodologia

6.1 Obtencion del extracto
El alga parda Sargassum filipendula se extrajo a partir del método modificado de Folch

(Folch et al., 1957). Inicialmente, el material organico fue sometido a un proceso de
maceracion exhaustiva a temperatura ambiente con CHCIz/MeOH 2:1 (v/v) por seis horas
bajo agitacion magnética. El extracto resultante se filtrd, concentr6 al vacio en un evaporador
rotatorio y se repartio con una solucion de KCI al 0.74% para formar un sistema bifasico. La

capa de cloroformo se separo y se concentré a sequedad (Figura 12).

6.2 Fraccionamiento de glicolipidos
Mediante cromatografia en columna se realizd el fraccionamiento del extracto crudo de S.

filipendula. Se utilizé una columna de vidrio de 90 cm de largo por 6 cm de didmetro,
empacada con gel silice 60, de tamafio de particula de 0.063-0.200 mm con una relacion 1:30.
Se emplearon diferentes mezclas de disolventes de polaridad creciente hexano (CeHu4),
cloroformo (CHCls), acetona (Me2CO), metanol (CH3zOH), asi como mezclas proporcionales
entre éstos para permitir la elusion de los componentes de la muestra a traves de la columna
(Figura 12). Los eluatos se recogieron en viales de 25 mL y posteriormente fueron

concentrados mediante rotaevaporacion a 40 °C.

Las fracciones obtenidas se analizaron por cromatografia en capa fina utilizando como fase
estacionaria cromatoplacas de gel silice Fzs4a y como fase moévil CHCl3-CHzOH-NH4OH
(40:10:1). Como agente cromogeno especifico para glicolipidos se utilizé una solucion de
orcinol en acido sulfarico, y se calenté a 80 °C para la visualizacion de las placas. La
formacion de un color purpura determind la presencia presuntiva de glicolipidos en la
muestra. Una vez reveladas las cromatoplacas, las fracciones que presentaron el mismo
tiempo de retencion (Ry), fueron agrupadas (subfraccion) y almacenadas en viales de 15 mL.
Las fracciones positivas para glicolipidos fueron analizadas mediante técnicas

espectroscopicas y espectrométricas.
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Figura 12. Proceso de obtencion de extracto y fraccionamiento de glicolipidos en S. filipendula.

6.3 Analisis quimico
6.3.1 Cuantificacion de azUcares neutros mediante el método fenol — acido
sulfarico
El contenido de azlcares neutros se determind mediante el método modificado de Dubois

(DuBois et al., 1956). Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una solucion patron de
una hexosa (1mg/mL) con la cual se prepararon soluciones seriadas entre 6.25 — 87.5 pg/mL
en un volumen final de 500 pL. Luego, 60 uL de las fracciones enriquecidas en glicolipidos
y de la solucion patron se afiadieron a un tubo de ensayo de vidrio y se completd a un volumen
final de 400 pL en metanol y agua respectivamente. Luego, se mezclaron con 2 mL de acido
sulfarico concentrado y se agité por 15 segundo. Posteriormente, se afiadieron 400 pL de
fenol (5% v/v) y se agitd a 4000 rpm durante 15 s. La mezcla resultante se calent6 a 90 °C
por 5 min en bafio maria y se enfri6 a temperatura ambiente. La absorbancia de la muestra se

midi6 a 490 nm, con un paso optico de 1 cm, utilizando el espectrofotometro UV-Visible
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Evolution Thermo Scientific 60S, con Thermo Scientific VISIONIite (Figura 13). A partir

de la curva de calibracion se obtuvo la concentracion de las muestras mediante la formula:

(Amtra — 0.0515) 400
0.0052 Vx10x W

% AzUcares neutros =

donde,

A mtra: Absorbancia de la muestra a 490 nm

V: Volumen en pL de muestra

W: Masa de la muestra para preparar un contenido cercanoa 1l mgen 1 mL

6.3.2 Cuantificacion de azucares sulfonados
Se realizo una curva de calibracion a partir de una solucion patron de condroitin sulfato

(Img/mL) con la cual se prepararon soluciones seriadas entre 5 — 80 pug/mL en un volumen
final de 500 pL. Luego, 100 uL de las fracciones enriquecidas en glicolipidos a Img/mL y
de la solucion patrén se completaron a un volumen final de 500 puL con metanol y agua
respectivamente. Las muestras y el estandar se mezclaron con 4 ml de la solucion de DMB
(que contenia 11 mg de 1,9-DMB en 1 L de acetato de sodio 0.05 M, pH 4.75). La mezcla se
agitd a 4000 rpm durante 15 s y se dejo en oscuridad durante 30 min. Posteriormente, se ley6
la absorbancia a 520 nm, con un paso dptico de 1 cm, utilizando el espectrofotometro UV-
Visible Evolution Thermo Scientific 60S, con Thermo Scientific VISIONIite (Figura 13). A
partir de la curva de calibracion se obtiene la concentracion de las muestras mediante la

formula;

(A mtra — 0.0308) 500
0.0059 Vxl0xw

% Azucares sulfonados =

donde,
A mtra: Absorbancia de la muestra a 520 nm
V: Volumen en pL de muestra

W: Masa de la muestra para preparar un contenido cercanoa 1 mgen 1 mL
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[ Cuantificacion de Azucares ]

[ Aziacares Neutros ] [ Aziacares Sufonados ]
60 uL de la fraccion/ 100 uL de la fraccion/
340 uL CH,OH 400 L CH,OH
Y Y
Agitar (15 s) Agitar (15 s)

Y Y

Adicionar 2 mL H,SO, Adicionar 4 mL de
concentrado D'l/'B
Agitar (15 s) Agitar (15 s)
Y Y
Afadir 400 uL de fenol Mantener en oscuridad
(5% viv) (30 min)
Y Y
Agitar (15 s) Leer absorbancia a 520
Y nm
Calentar a 90°C en
bafio maria (5 min)
Y
Enfriar a temperatura
ambiente
Y
Leer absorbancia a 490
nm

Figura 13. Cuantificacién de azucares neutros y sulfonados.

6.4 Caracterizacion quimica de los glicolipidos

6.4.1 Espectroscopia UV-Visible e Infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)
El extracto y las fracciones enriquecidas fueron analizadas por espectroscopia UV-Visible

para determinar cualitativamente el grado de pureza y la absorbancia caracteristica de los
fitocostituyentes. Para ello se utilizo un espectrofotémetro Thermo Scientific Evolution 60S
UV-Visible. Adicionalmente, se mididé la absorbancia de radiacion infrarroja de las

fracciones en un equipo Shimadzu FTIR Affinity-1 en un rango de frecuencia entre 500 y
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4000 cm, esto con el objetivo de proporcionar informacion sobre los grupos funcionales

presentes (Figura 14).

6.4.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
La identificacion estructural de los componentes presentes en las fracciones se realizo basado

en los experimentos 'H, ¥C, COSY, HSQC y HMBC. Los espectros de RMN fueron
registrados en metanol deuterado (CD30D), usando microtubos de 3 mm de diametro, con
una concentracién de muestra 60mg/mL, en espectrometro Bruker Avance 111 HD 600 MHz
equipo con supresion por presaturacion HOD a 30 °C (Figura 14). Las sefiales fueron
expresadas en ppm (&) usando metanol deuterado como estandar interno a 3.33 ppm para *H

y 47.62 ppm para 3C.

6.4.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
La separacién y composicion de los compuestos presentes en las fracciones de glicolipidos

se realiz6 mediante un cromatografo liquido acoplado espectrometro de masas (LC-MS, del
inglés, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) configurado ESI-Q-TOF, inyeccion
automatica en modo negativo (Figura 14). Para ello, 1 mg de cada muestra se disolvi6 en
CHCI3/MeOH en una proporcion 1:1. Las condiciones empleadas para la separacion de los
fitoconstituyentes fueron las siguientes: columna Zorbax Eclipse XDB Cis (50 mm de
didmetro interno x 4.6 mm de longitud, 1.8 um de tamafio de particula, Agilent), fase movil
acetato de amonio — isopropanol elucion por gradiente, flujo de 0.3 mL/min y un volumen de
inyeccion de 20 pL. Para la ionizacion de los compuestos se utilizd la técnica ESI. El rango
de exploracion de masas fue de 100 - 2000 m/z. El capilar y el voltaje fueron de 220 °C y
4500 V respectivamente, y los iones moleculares [M-H]” méas abundante fueron fragmentados

para producir los iones secundarios.
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Figura 14. Caracterizacién quimica de los glicolipidos de S. filipendula.

6.5 Mantenimiento celular

6.5.1 Descongelamiento de las lineas celulares
Las lineas celulares de Lucena-1, contenidas en criotubos se descongelaron a 37 °C en bafio

maria, hasta que la suspension celular fuera homogeénea. Se transfirié 1 mL de la suspension
celular y 10 mL de medio RMPI-1640 a un falcon de 15 mL, se centrifugo a 1200 rpm x 5
min. Luego, el sobrenadante se descartd y las células fueron resuspendidas en 10 mL de
medio RMPI-1640 suplementado al 10 — 20% (v/v) de suero fetal bovino, a 37 °C.
Posteriormente, las células se dejaron en incubacion a 37 °C con 5% de CO_ por un periodo
de 24 horas. Durante dicho tiempo se realizé el monitoreo del crecimiento celular y la posible
presencia de contaminantes. Finalmente, se dejaron en incubacién hasta observar

confluencia.

6.5.2 Conteo de células y subcultivos
Las células de Lucena-1 (2 x 10* células/mL) se incubaron durante 72 h. Luego, la suspension

celular se transfirié a un falcon de 15 mL y se centrifug6 a 1200 rpm x 5 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante se descartd y las células se resuspendieron en 1 mL de medio
RPMI-1640. El conteo celular se determind mediante el colorante azul de Trypan. La
suspension celular (10 pL) se transfirio a eppendorfs, rapidamente se afiadieron 90 pL de
solucién de azul de Trypan al 0.08 %. Después de la homogeneizacion, las células se contaron
utilizando una cAmara de Neubauer sanitizada con alcohol (70% v/v). El subcultivo se calcul6

para un volumen de suspension celular de 2 x 10* células/mL, para un frasco con 5 mL RPMI-
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1640 suplementado al 10% (v/v) SFB. El subcultivo se mantuvo en incubacién en 5% de CO>
a 37 °C.

6.6 Ensayos bioldgicos

6.6.1 Ensayo de inhibicion del transporte mediado por los miembros de la
familia ABC en presencia de los glicolipidos como moduladores
Para los ensayos de inhibicién del transporte de ABCB1, ABCC1 y ABCGL1 se usaron los

sustratos rodamina 123 (Rhol23, del inglés, Rhodamine 123), diacetato de 5(6)
carboxifluoreceina (CFDA, del inglés, 5(6)-carboxyfluorescein Diacetate) y mitoxantrona
(MTX, del inglés, Mitoxatrone), respectivamente. Estos colorantes pueden distribuirse
pasivamente en la célula, por ejemplo, Rho123 y MTX son fluorescente y son expulsados
activamente por los transportadores ABCB1 y ABCG2 respectivamente; CFDA se hidroliza
en el citosol y origina el sustrato fluorescente CF, que es transportado al medio extracelular

por miembros de la subfamilia ABCC, en particular ABCCL.

Brevemente, los ensayos se realizaron en dos pasos de 30 min, suficientes para la
acumulacion y salida de colorantes, a 37 °C en CO; al 5 %, en un entorno protegido de la
luz. Se incubaron 2 x 10° células de Lucena-1 en placas de 96 pocillos con Rho123 0.5 uM
0 CFDA 5 uM 0 MTX 50 pM, diluidos en medio RPMI-1640, para permitir la acumulacion
de los tintes dentro de las células. A continuacion, las células se centrifugaron a 1200 rpm
durante 5 min y se resuspendieron en medio RPMI-1640 nuevo, para permitir la salida de los
colorantes (salida libre). Paralelamente, las células se incubaron con los glicolipidos en
concentraciones de 25, 50, 100 y 200 pg/mL y, como control positivo, se emplearon los
inhibidores, verapamilo (VP, del inglés, Verapamil) a 30 uM, acido 5-(3-(2-(7-cloroquinolin-
2-il)etenil)fenil)-8-dimetilcarbamil-4,6-ditioctanoico (MK-571) a 25 uM y (3S ,6S ,12aS)-
1,2,3,4,6,7,12,12a-Octahidro-9-metoxi-6-(2-metilpropil)-1,4-dioxopirazino[éster 1,1-
dimetiletilico del &cido 1',2":1,6]pirido[3,4-b]indol-3-propanoico (KO-143) 50 uM, para los
transportadores ABCB1, ABCC1, ABCG2 respectivamente (Figura 15). Como control
negativo, las células se expusieron unicamente al medio. Luego, las células se centrifugaron
nuevamente, se resuspendieron en tampon sulfato salino (PBS, del inglés, Phosphate-
Buffered Saline) frio y se mantuvieron en hielo hasta su lectura en un citdmetro de flujo laser

FACScalibur equipado con el software Cell Quest.

36



6.6.2 Viabilidad celular in vitro
La viabilidad celular se determind mediante el ensayo de yoduro de propidio (PI).

Brevemente, se incubaron 2 x 108 células/mL en una concentracion de 200 pg/mL de los
glicolipidos durante 24 horas a 37 °C en 5% de CO,. Como control negativo, las células se
resuspendieron con medio y como control positivo se utilizé el paraformaldehido al 4% (v/v).
Luego, las células se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min, se adiciond una solucién del
sustrato fluorescente Pl a una concentracion final de 1 pg/mL, se incub6 durante 15 min a
temperatura ambiente protegido de la luz y se analizaron en un citometro de flujo laser

FACScalibur equipado con el software Cell Quest (Figura 15).

6.6.3 Ensayo de reversion de la resistencia inducida por los transportadores
ABC
El ensayo de reversion de la resistencia se determiné por triplicado utilizando el ensayo de

viabilidad celular con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Se
sembraron células de Lucena-1 completamente diferenciadas en placas de 96 pozos (2 x 10°
células/pocillo) y se trataron con concentraciones de 240 y 960 nM de vincristina (VCR) en
presencia o ausencia del glicolipido a 25 y 100 pg/mL. La incubacion se llevé a cabo a 37
°C, durante 48 h. Después, las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min y se
resuspendieron en 200 pL de MTT (5 mg/mL de MTT, disuelto en PBS) durante 4 h.
Nuevamente, las células se centrifugaron y los cristales de formazan se disolvieron en 200 pl
de DMSO. La absorbancia se detectd a 570 nm con un lector espectrofotométrico de placas

UV-Visible Beckman Coulter (Figura 15). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.7 Analisis estadisticos
Los resultados se expresaron como la media +/- de la desviacion estandar. Los analisis

estadisticos se realizaron mediante la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) seguida de la
prueba posterior de Tukey o Dunnett, utilizando el software GraphPad Prism para Windows,
version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.) Los valores de significancia
fueron representados en los graficos por (*) para valores de p < 0.05; (**) parap < 0.01y
(***) para p <0.001.
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Capitulo 7

Resultados y Discusion

7.1 Obtencion del extracto organico y fraccionamiento
A partir de 512 g de Sargassum filipendula seco y pulverizado, se obtuvieron 7.01 g de

extracto crudo, con un rendimiento de 1.36%, superior a los reportados para Sargassum
vulgare (1.1%) (Santos et al., 2019). Del extracto cloroformo/metanol fraccionado mediante
cromatografia en columna abierta, se colectaron 60 fracciones de 25 mL, que fueron
analizadas por cromatografia en capa fina. De acuerdo con el factor de retencién, se
agruparon en 17 subfracciones de las cuales 8 fueron positivas para glicolipidos con un
porcentaje de rendimiento del 18.1%, con respecto al extracto crudo. Los rendimientos y las

claves de cada una de las fracciones enriquecidas en glicolipidos se listan en la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento de las fracciones enriquecidas en glicolipidos de S. filipendula.

Fraccion Subfraccion Clave Cantidad (mg)

32 VII GL-1 0.0722
36 IX GL-2 0.2362
37 X GL-3 0.2737
38 Xl GL-4 0.1703
39 Xl GL-5 0.2254
40 -41 Xl GL-6 0.1268
42 — 43 XV GL-7 0.0636
44 — 46 XV GL-8 0.0712

7.2 Analisis quimico
Los gliceroglicolipidos, son los principales componentes lipidicos de la membrana

fotosintéetica en algas; el género Sargassum es el representativo para las algas pardas, las

cuales han reportado la presencia de un alto contenido de estos fitoconstituyentes entre 19 -
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33% aproximadamente (Dembitsky et al., 1990; Murata & Siegenthaler, 2006). Estas
sustancias, se caracterizan por ser moléculas de caracter anfifilica, en donde la porcion
hidrofilica esta compuesta por monosacaridos o disacaridos de galactosa o en su defecto
monosacaridos de quinovosa sulfonados. En este sentido, se determiné la cuantificacion de
azucares neutros y azucares sulfonados del extracto crudo y las fracciones de glicolipidos
mediante el método colorimétrico de fenol acido sulfarico con el fin de garantizar la
presencia de carbohidratos, asi como la eficiencia en la purificacion, como se observa en la
Tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de azucares neutros y sulfonados del extracto crudo y las fracciones de glicolipidos.

Contenido de azucares (%)
Clave

Neutros Sulfonados

E 2120 £092 460 £0.01
GL-1 3532 £0.27 599 +134
GL-2 3429 +244 580 *0.17
GL-3 3942 +281 951 +0.02
GL-4 46.18 £290 9.18 +0.01
GL-5 4041 +£1.08 1156 +£0.02
GL-6 39.81 +235 11.93 +0.02
GL-7 3357 +186 9.32 +0.01
GL-8 3536 +126 3.98 +0.01

La reaccion del método de Dubois para la identificacion de azlcares neutros, provoca la
hidrolisis de los enlaces O-sidicos en medio &cido y la deshidratacién de los monosacaridos
liberados para formar derivados de furfural que reaccionan con el fenol y dan el color
amarillo a la solucién (Figura 16). La cantidad de color es proporcional a la cantidad de
furfural que se ha formado, por lo cual, los azlcares neutros libres se convierten en furfural
utilizando un coeficiente del 99.01 %, como se muestra en la Figura 17-A. Todas las
fracciones aumentaron considerablemente el contenido de azlcares despues de la

purificacion, con porcentajes entre el 33 — 40 %, con respecto al extracto crudo.
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Figura 16. Descripcion general del método de Dubois.

El anélisis del contenido de azucares sulfonados se determiné a partir de la curva de

calibracién usando como patron de referencia el condroitin sulfato (Figura 17-B). La

interaccion electrostatica del compuesto cationico DMB con las cargas negativas de los

grupos sulfonados presente en los glicolipidos de tipo sulfoquinovosilgliceroles, provoca un
cambio de coloracién de violeta a rosado (Figura 18). Tanto el extracto crudo como las

fracciones en glicolipidos, presentaron carbohidratos sulfonados, con el mayor porcentaje
para las fracciones GL-5 (11.56 %) y GL-6 (11.93 %).
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Figura 17. Curvas de calibracion para: A. Contenido de azlcares neutros, y B. Contenido de azlcares

sulfonados.
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Figura 18. Descripcién general de la interaccion DMB con los glicolipidos.

7.3 Caracterizacion quimica de los glicolipidos

7.3.1 Anadlisis de espectroscopia UV-Visible
El estudio de la absorbancia de los rayos UV-Visible en las fracciones enriquecidas en

glicolipidos se observan en la Figura 19. Todos los compuestos presentaron una absorbancia
en la region ultravioleta, con una longitud de onda mé&xima en 205 nm, atribuible a la
deteccion de &cidos grasos saturados e insaturados, ademas de una banda débil a 230 nm,
correspondiente a los dienos conjugados presentes en acidos grasos (Rusoff et al., 1945). Los
glicolipidos de las algas pardas como se mencioné anteriormente, son de naturaleza
anfipatica, en donde la porcién hidrofébica estd conformada por &cidos grasos saturados e
insaturados con cadenas largas entre 16 a 18 atomos de carbono, principalmente (Sanina et
al., 2012; Santos et al., 2019). Los acidos grasos conjugadas absorben energia mas facilmente
que los dobles enlaces aislados porque la brecha de energia para transiciones electronica de
m — 1* es muy pequefa, por lo que, estas moléculas conjugadas absorben energia incluso de
longitudes de onda mas bajas del espectro UV-Visible y son responsables de la absorcion de
radiacion UV (Anil Kumar & Viswanathan, 2013).

Por otro lado, los espectros UV-Visible permitieron evidenciar la pureza de los compuestos
aislados. En el caso del espectro de la fraccion GL-8, se observaron bandas de maxima
absorbancia a 407 nm y 665 nm, caracteristico de sustancias contaminantes como las
clorofilas, carotenoides, ficocianinas entre otras (Fitch K and Kemker C, 2014), que fueron

co-extraidos durante el proceso de fraccionamiento. La intensidad de absorbancia refleja la
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concentracion del pigmento. Por este motivo, la fraccion GL-8 fue descartada, mientras que

las fracciones de la GL-1 a GL-7, fueron seleccionadas para los analisis posteriores.
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Figura 19. Espectro de absorcion UV-Visible de las fracciones enriquecida en glicolipidos.

7.3.2 Andlisis de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)
El andlisis de grupos funcionales mediante espectroscopia infrarrojo de las fracciones

seleccionadas, se presentan en las Figuras 20 y 21. Las absorciones a 2920, 2850 y 1465 cm”
1 corresponden a las tensiones simétricas, asimétricas y flexiones respectivamente, asignadas
a las bandas C-H (CH, — CHzs) de la cadena hidrocarbonada; mientras que la banda de
vibracion a 1647 cm™, pertenece a los alquenos conjugados de doble enlace C=C, presente
en los acidos grasos (Beekes et al., 2007). La banda de absorcion en 3414 cm™ se asigno a
las vibraciones de los grupos O-H, unidos a la piranosa de los glicolipidos y la banda de
absorcion relativamente fuerte a 1728 cm, es propia de las tenciones del éster carboxilico

C=0 de los acidos grasos (Z. Cui et al., 2001; Rahelivao et al., 2015). La banda de absorcion
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en 1168 cm™, se asignd al estiramiento asimétrico del atomo de oxigeno del puente C-O-C y
del atomo de carbono del anillo (enlace glucosidico), ademas de la vibracién del esqueleto
que implica el estiramiento del O-C-O a 1035 cm (Islam et al., 2019). La region entre 700
y 950 cm se considera una huella dactilar de carbohidratos y, a menudo, presenta algunos
picos relacionados con el carbono anomérico (Fusconi et al., 2010). Finalmente se observé
la presencia de una banda de vibracion de tension moderada del grupo S=0 a 1371 cm™,
confirmando la presencia de los grupos sulfonados en las fracciones enriquecidas en
glicolipidos (SigmaAldrich, 2021).
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Figura 20. Espectro FTIR de la fraccion GL-3.
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Figura 21. Comparacion de espectros FTIR de las fracciones enriquecidas en glicolipidos.

7.3.3 Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear
El analisis de los espectros unidimensionales RMN *H y ¥C y bidimensionales COSY,

HSQC y HMBC, de las fracciones enriquecidas en glicolipidos, permitié confirmar la
presencia de compuestos de tipo sulfoquinovosilgliceroles, a partir de las sefales
caracteristicas del nucleo del glucido, el esqueleto del glicerol y la cadena de acidos grasos
que constituyen al glicolipido. Asi, en las Figuras 22 y 23, se identificd la presencia de sefiales
en laregion entre 0.8 - 2.6 ppmy 12.0 — 38.0 ppm, correspondientes a los protones y carbonos
de los grupos metilenos y metilos de la cadena de los &cidos grasos (negro), respectivamente;
la region entre 2.9 - 5.5y 52.6 — 99.0 ppm se asigno a los grupos metilenos y metinos de la
hexosa (azul) y el esqueleto del glicerol (rosa); ademas de los carbonos cuaternarios del grupo
carboxilico de los &cidos grasos entre 173.5 — 174.0 ppm. Se destacd la sefial caracteristica
del protén anomérico H-1/4.79 ppm, que se encuentra acoplada con el carb6n anomérico C-
1/98.67 ppm, caracteristico de la unidad a-D-quinovosa (Z. Cui et al., 2001) confirmado por

la técnica de correlacion heteronuclear HSQC (Figura 24), seiiales de nucleos menos
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apantallados desplazados hacia campo bajo por el efecto desprotector del heteroatomo de
oxigeno. Una regién de los protones entre 5.3 — 6.0 ppm y carbonos entre 127.5 — 136.5, se
aprecia para los grupos metinos de doble enlace, que corroboran la presencia de acidos grasos
de tipo insaturados (Anexo 1). El espectro HSQC (Figura 24), muestra los acoplamientos
entre los carbonos y protones del glacido, y la cadena de glicerol. Estas interacciones
permitieron confirmar la presencia de glicolipidos de tipo 6-sulfo-a-quinovosilglicerol, por
ejemplo, las sefiales de acoplamiento del C-6, con sus respectivos protones dirigidas hacia
campo alto, se debe al ambiente quimico protector de grupo sulfonado (Y. H. Kim et al.,

2007; Plouguerné et al., 2010, 2013).
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Figura 22. Espectro de RMN *H (600 MHz, sefial del MeOD §4: 3.32 ppm) del glicolipido GL-4.
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Por otro lado, la asignacion de sefiales mediante la técnica COSY permite establecer los ejes
de conectividad de cada uno de los protones vecinales correspondientes, a lo largo de toda la
unidad del sacarido y el glicerol (Figura 25). Asi, se observo que el proton anomérico (H-1)
de la quinovosa establece un eje de conectividad con el H-2 y a su vez, este ultimo presenta
un eje de conectividad con el proton H-3. De esta manera, se realizaron secuencias de
interacciones vecinales restantes H-3—H-4—H-5—H-6 confirmando la estructura de la
quinovosa sulfonada. En cuanto a las correlaciones entre los protones del esqueleto del
glicerol, se evidenciaron correlaciones de H-1’—>H-2’—H-3". Adicionalmente, se logro
apreciar el acoplamiento de los protones de los grupos metinos con los protones del grupo
metilo terminal (triplete), asi como la interaccion entre los mismos, asignados a los &cidos

grasos que componen la porcidn hidrofilica de los glicolipidos (Anexo 1).
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A partir del experimento HMBC (Figura 26), se observaron las conectividades *Jc.n
interpiranosidica, al mismo tiempo se comprobaron los cuadros de conectividad del azucar
con el esqueleto del glicerol de la siguiente manera: entre Gli C-1°(6¢:65.74) y Qui H-
1(6K:4.79); Gli H-1’(61:4.11 y 3.60) y Qui C-1(5c:98.67). Asi mismo, en la Figura 27 se
aprecia la conectividad entre el glicerol y los carbonos cuaternarios de los esteres carboxilicos
de los &cidos grasos asi: Gli C-3’(6c:62.93) y Gli H-1°(dn:4.11 y 3.60); Gli H-1" y Cq-
1”°(8¢:173.5); Gli H-3’(61:4.51 y 4.21) y Cq-1""(6¢:173.7) y las correlaciones a larga
distancia entre los grupos metilenos de la cadena de acidos grasos con los carbonos de doble
enlace de los grupos metino. Finalmente, la Figura 28 muestra las conectividades entre los

protones y carbonos que conforman a la porcién hidrofébica de los glicolipidos.

La estructura de los compuestos mayoritarios presente en las fracciones purificadas fue
identificada como sulfoquinovosilgliceroles, que pueden estar sustituido por uno (SQMG) o
dos (SQDG) cadenas de acidos grasos. En la Tabla 4 se listan los desplazamientos quimicos
y las constantes de acoplamiento asignados para los protones y los carbonos del nucleo del
glucido, el esqueleto del glicerol y los carbonos cuaternarios de los esteres carboxilico de los

acidos grasos. e

Figura 26. Espectro HMBC del glicolipido GL-4.
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Tabla 4. Correlacion espectroscopica de los glicolipidos, determinada por RMN H y 3C.

GL-1 GL-2 GL-3 GL-4 GL-5 GL-6
SQMG SQDG SQDG SQDG SQDG SQDG SQMG
13(: 1H 13C 1H 13C 1H 13C lH 13C 1H 13C lH 13C lH
1’ 6901 4.07(m) 6575 411(m) 6574 411(m) 6574 4.11(m) 65.73  4.11 (m) 65.72  4.11(m) 65.15  4.21(q)
3.44 (d) 3.61(q) 3.61(q) 3.60 (q) 3.60 (q) 3.59 (q) 4.11 (m)
2 - - 7033 533(m) 7033 534(m) 7033 5.34(m) 7033 5.33(m) 7034 5.34 (m) 69.93  3.81(m)
3 6516 4.21(q) 62.94 452 (m) 62.94 452 (m) 62.93 451 (m) 62.93 451 (m) 62.95 4.51(m) 63.66 3.82(m)
4.13 (m) 4.21 (m) 4.22 (q) 4.21(q) 4.21 (q) 4.21 (dd) 3.67 (dd)
1 9871 4.83(d) 98.67  4.79 (d) 98.67  4.79(d) 98.67  4.79 (dd) 98.65  4.79 (dd) 98.64  4.79(d) 98.75  4.89(d)
2 7214 347(dd) 7205 344(dd) 7205 3.44(dd) 7205 3.44(dd) 7204 3.44(m) 72.05  3.44 (m) 7224 3.44 (m)
3 7368 3.69(tr) 73,53  3.66 (m) 7354  3.67(tr) 7354  3.66 (m) 73.54  3.66 (dd) 73.56  3.66 (dd) 7371  3.66 (dd)
4 7337 314(t) 7350 3.43(tr) 7350 3.12(t) 7349 3.13(q) 7348  3.12(q) 7350 3.12(q) 7350 3.12(q)
5 6842 412(m) 6841 4.09(m) 6842 411(m) 6842  4.10 (m) 68.43  4.09 (m) 68.46  4.10 (m) 68.42  4.10 (m)
6 5276 339(m) 5286 338(d) 5286 3.39(d) 5285 3.38(dd) 5284 337(dd) 5283 337(dd) 52.83 3.37(dd)
2.98 (q) 2.97 (q) 2.96 (q) 2.96 (sep) 2.95 (sep) 2.95 (sep) 2.95 (sep)
1" - - 173.74 - 17372 - 17376 - 17376 - 17377 - - -
1" 17433 - 17354 - 17355 - 17356 - 17357 - 17359 - 17424 -

Los desplazamientos quimicos de *3C y 'H se encuentran expresados en ppm. Los patrones de acoplamiento estan expresados como: d = sefial doble, dd =

sefial doble de doble, tri = sefial triple, q = sefial cuarteteado, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacion
homonuclear *H-'H (COSY) y heteronuclear *H-*C (HSQC, HMBC).
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7.3.4 Anélisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
La composicion molecular de las especies de sulfoglicolipidos presentes en las fracciones de

S. filipendula fue establecida a través del andlisis por LC-MS. En la Figura 29, se muestra el
cromatograma (TIC, del inglés Total ion current) de las fracciones enriquecidas en
glicolipidos, en donde se observo la separacion de los compuestos presentes en cada fraccion
y su intensidad. Un total de 10 iones desprotonados con m/z 555, 577, 793, 765, 805, 819,
821, 835, 875 y 877 fueron identificados, los cuales pueden estar presentes en mas de una
fraccion (Tabla 5). La confirmacion de la estructura de los acidos grasos que conforman al
sulfoglicolipidos, se realizé mediante la fragmentacion de los iones pseudomoleculares [M —
H] (MSY). Los iones moleculares mostraron los fragmentos m/z 225, 165 y 95 caracteristicos
del residuo 6-desoxi-6-sulfonato-hexosilo de sulfoquinovosilglicerol (Figura 30 y 31);

similares a los reportados para los (SQDGs) aislados de S. vulgare (Plouguerné et al., 2013).
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Figura 29. Perfil cromatogréafico (TIC) de las fracciones enriquecidas en glicolipidos de S. filipendula.

El ion con relacién m/z 793.5, fue el mas abundante para todas las fracciones de glicolipidos
a excepcion de GL-1. Este ion, presentd fragmentos en m/z 537.3 (M — C16:0, desde la
posicion sn-2), 537.03 (M —C16:0, desde la posicion sn-1), 225, 165, 153 y 95, como se
indica en la ruta de fragmentacion, consistente con una estructura SQDG denominado del

1,2-di-O-hexadecanoil-3-O-(6-sulfoquinovopiranosil)-glicerol, esterificada por dos acidos
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palmiticos (C16:0) (Figura 30). La estructura de este compuesto, es comparable al SQDG
aislado del extracto lipidico de hojas de espinaca y de la cianobacteria Gloeothece sp. (E. da
Costa et al., 2020; Zianni et al., 2013).

La via de fragmentacion de los iones desprotonados aislados de S. filipendula es compatible
con la estructura de SQDG, los cuales se presentan en la Tabla 5 y el Anexo 3.
Adicionalmente, los iones pseudomoleculares [M — H] 793, 765, 835 y 819, fueron

reportados previamente en la especie S. vulgare (Plouguerné et al., 2013).
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Figura 30. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacién negativa del ion m/z = 793.5 (compuesto S4) y la
via de fragmentacion compatible con la estructura del 1,2-di-O-hexadecanoil-3-O-(6-sulfoquinovopiranosil)-

glicerol.

53



Por otro lado, la fraccion GL-1 mostr6 dos compuestos de tipo
sulfoquinovosilmonoacilglicerol (SQMG), identificado por los iones con m/z 577.3 y 555.3
(Tabla 1). EI compuesto 1-mono-2-O-hexadecanoil-3-O-(6-sulfoquinovopiranosil)-glicerol
con ion molecular de m/z 555.3 fue el mas abundante, con iones fragmentos en m/z 299.0
(M —C16:0 desde la posicion sn-2), 225, 165 y 95 que coinciden con una estructura de SQMG
esterificada por un acido palmitico (C:16:0) (Figura 31). Este tipo de glicolipidos no ha sido
reportado para el género Sargassum, sin embargo, se han identificado en el extracto lipidico

de la cianobacteria Gloeothece sp. (E. da Costa et al., 2020).
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Figura 31. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacidn negativa del ion m/z = 555 (compuesto S1) y la
via de fragmentacion compatible con la estructura del 1-mono-2-O-hexadecanoil-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.

54



Tabla 5. Identificacion de los sulfoquinovosilgliceroles presente en las fracciones de glicolipidos de S. filipendula.

Formula Peso M-H]" [M-R1]" [M-R2] Tiempo de
Clave Compuesto R1/R2
molecular molecular m/z m/z m/z retencion (min)
GL-1,GL-5-7 S1 C2sH4g011S 556 Ciso 555.3 299 - 9:40
GL-1 S2 C27H46011S 578 Ciss 577.3 299 - 9:32
GL -2-7 S3 CsoH74012S 766 Ciaol Cie0  765.5 537.3 509.3 11:72
GL -2-7 S4 C11H75012S 794 Cisol Cie0 7935 537.2 537.3 12:06
GL-4 S5 Cu2H75012S 806 Ci71/ Ciso  805.5 537.3 549.2 10:91
GL-2 S6 Cu3Hg0012S 820 Cig1/ Ciso 8195 537.3 563.3 12:16
GL-6 S7 Cu3Hs2012S 822 Cigo/ Cie0  821.6 537.3 565.3 12:52
GL-3,GL-4,GL-6 S8 C14Hgs012S 836 Cio0o/ Ci60  835.5 537.3 579.3 11:02
GL-2 S9 C7Hgs012S 876 Co20/ Ci61 8755 537.3 621.3 12:22
GL - 5-7 S10 Cs7H90012S 878 Co20l Cie0  877.6 537.3 621.3 13:19
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7.4 Evaluacion de la actividad de inhibiciéon de los miembros de la familia ABC
involucrados en la resistencia a maltiples farmacos en lineas celulares de
Lucena-1

7.4.1 Andlisis de actividad de los transportadores ABC
La actividad de los transportadores ABC puede evaluarse mediante el transporte de sustratos

fluorescentes como se describidé en la metodologia. Este ensayo adoptd el protocolo de
analisis propuesto por Da Costa, K (2017), donde un diagrama de puntos para los pardmetros
dispersion de luz frontal (representativa del tamafio) y dispersion de luz lateral
(representativa de la complejidad/granularidad) se realiza con el programa Summit, con el
fin de analizar los eventos que surgen de la lectura en el citdbmetro de flujo (Figura 32). En

dicho grafico se demarcé la region correspondiente a la poblacién celular estudiada.

Tamarno

L) L
64 128 182

Granularidad

Figura 32. Diagrama de puntos de tamafio vs granularidad de células de leucemia mieloide cronica Lucena-1.
El recuadro negro encierra 10.000 eventos (puntos), que representan la poblacion de células viables para el

analisis de transporte.

El andlisis de la actividad de eflujo se realiz6 mediante un histograma de la intensidad de
fluorescencia para el colorante (Figura 33), que muestra Unicamente los eventos provenientes
de la region previamente demarcada. En el ensayo, se requieren al menos tres condiciones
para la cuantificacion de la actividad: (1) control negativo, (2) control de salida de sustrato y
(3) inhibicion de salida de sustrato. Las células de control negativo no fueron expuestas al

sustrato en el ensayo de eflujo, representando asi la auto-fluorescencia de la célula, condicion
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necesaria para el ajuste del dispositivo, posicionando las células entre 10° y 10! en el eje
referente a la intensidad de fluorescencia del sustrato. En presencia del sustrato solo (control
de salida, condicién 2), las células muestran diferentes intensidades de fluorescencia y
pueden ocupar diferentes regiones del histograma. La intensidad de fluorescencia del sustrato
en cada célula depende de la permeabilidad celular, la concentracién del sustrato y la
temperatura, caracterizandose esta condicion como control del ensayo. Una region etiquetada
como sustrato negativo incluye arbitrariamente la region de auto-fluorescencia de las células
y el 95 % de las células que se muestran en el histograma en la condicion 2. En consecuencia,
la region positiva incluye el 5 % restante de las células. Las células que han estado expuestas
tanto al sustrato como al inhibidor (condicién 3) deben tener una intensidad de fluorescencia
alta, si muestran actividad portadora. Por lo tanto, una vez que se inhibe el transportador, las
células no pueden expulsar el sustrato y se encuentran en la region positiva, como se muestra
en la Figura 26. Una cuarta condicion se agregd al ensayo para verificar la acumulacion de
sustrato en condiciones normales. En esta condicion, las células fueron expuestas al sustrato

en la etapa de acumulacion, pero sin posibilidad de eflujo (acumulo, condicion 4).

La actividad de eflujo de un sustrato dado se puede medir de dos formas: por la mediana de
la intensidad de fluorescencia del sustrato (MIF) y por el porcentaje de células sustrato
positivo (CF, Rho123 o MTX) en presencia del modulador de transporte. La MIF es mayor
en las células que tienen el transportador inhibido (condicién 3) en comparacion con aquellas
que tienen el transportador en ausencia de inhibidores (condicion 2/control). EI aumento del
porcentaje sustrato (+) junto con la MIF en presencia del modulador indica mayor capacidad
de inhibicion. Sin embargo, otra forma de determinar la actividad de modulacion es a través
del indice de inhibicion de eflujo de sustrato (A), que esta representado por la relacioén de
MIF del sustrato en la célula en presencia del inhibidor y MIF del sustrato en la célula en
ausencia del inhibidor (CTL, control). Valores > 1 de esta relacion indican la actividad de
inhibicion del transportador. Finalmente, a partir del porcentaje de sustrato + se calculé el
porcentaje de células moduladas o inhibidas por los glicolipidos mediante la diferencia entre

el porcentaje de células sustrato (+) en presencia del modulador, y en su ausencia (CTL).
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A partir de esta interpretacion, la actividad funcional y, por tanto, la capacidad de inhibicion
de los transportadores ABCC1, ABCB1 y ABCG2 involucrados en el fenotipo de MDR en

cancer fue determinada para un modelo celular de Lucena-1 resistente a farmacos. Para ello,

se emplearon como moduladores los siete glicolipidos aislados de S. filipendula en

concentraciones de 25, 50, 100 y 200 pg/mL.

Rho -

Rho +

MIE: 2.75
% Rho 123+: 0.34%

Numero de eventos

MIF: 39.81
% Rho 123+:93,7%

MIE: 7.84
% Rho 123+: 5.16%

10°

MIE: 25.81
% Rho 123+: 95.1%

MIF: 27.74
% Rho 123+:66.04%

|
10° 10*

Negativo

Acumulo

Eflujo

Verapamilo
(VP)

Glicolipidos

>

Intensidad de fluorescencia para Rho 123 (log) -

Condicion 1

Condicion 4

Condicion 2

Condicion 3

Figura 33. Ensayo de eflujo del sustrato rodamina 123 (Rho 123) en células Lucena-1. Esta figura explica la

condicién de acumulo, eflujo e inhibicion del transporte por medio de la delimitacion de las regiones negativa

y positiva de los sustratos.
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7.4.2 Proteina transportadora ABCC1
Para estimar la actividad funcional del transportador ABCC1 se utilizo el sustrato CFDA, el

cual es desacetilado por esterasas intracelulares produciendo el compuesto fluorescente CF,
y se us6 como control positivo el inhibidor especifico MK-571 a 25 uM. Una elevada
actividad de inhibicién/modulacion del transporte de la proteina transmembrana ABCC1 en
presencia de los glicolipidos fue observada a través del porcentaje de CF+ y la MIF de CF,
con excepcion del compuesto denominado GL-1 (Figura 34). Para GL-1, la MIF fue de 25.19
para el control, entre 30.4 — 38.8 para las concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL y 69.89
para 200 pg/mL (valores medios representados en barra). En cuanto al porcentaje de celulas,
solo el 10.74% de las células fueron inhibidas a la concentracion mas alta de GL-1, mientras
que, a concentraciones bajas del modulador, no presenta diferencia significativa con respecto
al control, con porcentajes de células inhibidas inferiores al 5%. Esta actividad no
moduladora de GL-1, podria estar relacionada con su estructura, ya que este solo presenta
una cadena de acido graso, mientras que el resto de los glicolipidos sulfonados estan
conformados por dos acidos grasos; de alli, es probable que la afinidad de compuesto hacia
el transportador este inclinado méas hacia la hidrofobicidad conferida por las cadenas
carbonadas (Chang, 2007). Por otro lado, GL-2, GL-3 y GL-4 presentan una MIF entre
103.67 — 158.4, 289.13 — 487. 67, 701.06 — 892.09 y 1031.72 — 1433.92 para 25, 50, 100 y
200 pg/mL respectivamente; valores superiores a los observados para los compuestos GL-5,
GL-6 y GL-7, que no dejan de ser significativos en cuanto a su capacidad para inhibir el
transporte de la proteina ABCC1. Respecto al porcentaje de células inhibidas, podemos
confirmar que estos glicolipidos de S. filipendula son moduladores naturales de ABCCL1 con
el potencial de inhibir el 50% de las células a una concentracion de 50 pug/mL e igual o
superiores al 80% a 200 pg/mL. En este sentido, la proteina ABCC1 transporta una variedad
de xenobioticos hidrofobicos, asi como conjugados de aniones organicos relativamente
hidrofilicos o moléculas conjugadas con sulfato (Jedlitschky et al., 1996; Qian et al., 2001),
es por ello que se sugiere que la inhibicion competitiva de los glicolipidos hacia el
transportador ABCC1, se deba a la alta afinidad de los compuestos hacia los sitios de union
de proteina, conferida principalmente a la carga negativa del grupo sulfonado y el caracter

anfifilica de las moléculas otorgado por los acidos grasos de cadena larga.
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También, se ha reportado en la literatura que la inhibicién de la proteina esta relacionada con

el transporte competitivo o con el co-transporte con GSH reducido (S. P. C. Cole, 2014b;

Laberge et al., 2007; Leslie et al., 2004) y no interfiriere en la funcion del transportador.
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Estos resultados, representan el primer hallazgo de glicolipidos de origen natural capaces de

modulador la actividad de transporte de la proteina ABCCL1 involucrada en el mecanismo de

resistencia a farmacos en cancer.

La Figura 35 muestra los valores de A > 1 de los glicolipidos sulfonados, confirmando

actividad de modulacion frente el transportador de membrana ABCC1, particularmente los

compuestos GL-2, GL-3 y GL-4. Ademas, es posible observar que la salida de CF fue mayor

a medida que aumentaba la concentracion del inhibidor. Adicionalmente, los resultados

muestran la presencia de actividad transportadora de ABCC1 en el modelo celular de Lucena-
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Teniendo en cuenta los resultados del potencial de modulacion de los GL, también es
importante determinar su nivel de citotoxicidad con el fin de continuar con etapa siguiente
relacionada con la reversion de la resistencia y distinguir claramente cualquier efecto de
potenciacion (actividad de inhibicion) de un posible sinergismo o efecto aditivo entre un
compuesto activo y el agente antineoplasico cuando estos sean coadministrador en el ensayo
de reversion de la resistencia. Por tanto, con el fin de correlacionar tanto los ensayos como
sus resultados, se usaron las mismas concentraciones de los glicolipidos, evaluados en el
ensayo de salida de CF y en el ensayo de viabilidad celular PI. El andlisis del histograma de
fluorescencia se dividié en dos regiones: Pl-negativo (izquierda de la Figura 36), que
representa el 95 % de las celulas viables que no sufren tincion del colorante y Pl-positivo
(derecha de la Figura 36), correspondiente a las células con colorante que penetra sélo en las
membranas celulares dafiadas. La condicion de control hace referencia a las células que
recibieron el sustrato fluorescente en ausencia de los glicolipidos y se utilizé el PFA como

control positivo (Figura 36).
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Figura 36. Histograma del ensayo de viabilidad celular determinada por el método de tincién PlI.

Bajo estas condiciones, después de 24 horas de incubacion a 37 °C (Figura 37), los
compuestos mostraron un porcentaje de viabilidad celular superior al 80 % en una
concentracion de 200 pg/mL, valor comparable con el de las células del control. Finalmente,

los resultados revelaron que, independientemente de la dosis suministrada, no hay variacion
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en la viabilidad celular (Anexo 2). Estos resultados, son acordes con los reportados para un
sulfoglicolipido aislado de S. horneri, el cual no present6 efecto citotoxico en lineas celulares

normales de colon CCD-18Co en concentraciones de 50 y 100 uM (Hossain et al., 2005).

Una vez determinado que los glicolipidos no presentaron un efecto toxico bajos las
concentraciones evaluadas, se prosiguio con los ensayos de eflujo para ABCB1 y ABCG2 en

el modelo celular de Lucena-1.
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Figura 37. Viabilidad celular determinada por el ensayo Pl en el modelo celular de Lucena-1 después del
tratamiento con los glicolipidos.

7.4.3 Proteina transportadora ABCB1

El sustrato Rho123 se usé para evaluar la actividad funcional del transportador ABCBL, el
cual tiene la capacidad de atravesar la membrana plasmatica a favor de su gradiente de
concentracion, acumulandose en el citoplasma y las mitocondrias y también puede
transportarse en contra de su gradiente al medio extracelular (K. Da Costa, 2017; Twentyman
et al., 1994); y como control positivo se utilizd el inhibidor especifico VP a 30 uM. Se
observd una moderada actividad de inhibicion/modulacién del transporte de la proteina
transmembrana ABCB1 en presencia de todos los glicolipidos a excepcion del compuesto
GL-1 (Figura 38). Para GL-1, la MIF fue de 6.71 para el control y entre 6.71 — 7.96 para las
concentraciones de 25, 50, 100 y 200 pg/mL (valores medios representados en barra, Figura
31).
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glicolipidos de S. filipendula. El control (CTL) corresponde al inhibidor especifico VP a 30 uM.

En cuanto al porcentaje de células, GL-1 no presento diferencia significativa con respecto al
control, con porcentajes de células inhibidas inferiores al 5 %. Al igual que para la proteina
ABCC1, la fraccién GL-1 no modulo la actividad del transportador ABCBL, resultado que,
como se menciond anteriormente, podria deberse a la ausencia de una cadena de &cido graso

en su estructura. Sin embargo, los glicolipidos GL-2, GL-3 y GL-4 presentan una MIF entre
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10.37 — 18.80, 14.90 — 30. 85 para 25 y 50 pug/mL respectivamente, y entre 21.43 — 29.79
para 100 y 200 pg/mL, valores superiores a los observados para los compuestos GL-5, GL-
6 y GL-7, que al igual que para la proteina ABCCL1, no dejan de ser significativos en cuanto
a su capacidad para modular el transporte de la proteina ABCBL1.Con respecto al porcentaje
de células inhibidas, se puede inferir que los fitoconstituyentes aislados de S. filipendula, son
moduladores naturales de ABCBL1, con el potencial de inhibir (> 20 % inhibicién) las células
a las concentraciones evaluadas. Cabe resaltar que, el GL-4 a diferencia del resto de
glicolipidos, alcanz6 una capacidad de inhibicion del 18 y 45.68 % a una concentracion de
25y 50 pg/mL y > 50 % para la concentracion mas alta, infiriendo que es el glicolipido con

mayor capacidad para modular la proteina ABCBL.

En este contexto, la proteina ABCBL involucrada en el fenotipo de la MDR, es el
transportador mas estudiado desde su descubrimiento en 1972, capaz de expulsar hacia fuera
de la célula sustratos principalmente hidrofébicos, aungque también compuestos xenobidticos
neutros o cargados positivamente (Sharom, 2011; Silva et al., 2015). Sin embargo, esta
proteina ocasionalmente puede exportar fuera de la célula compuestos anfipaticos, razén por
la cual, posiblemente los glicolipidos presentan una capacidad moderada para inhibir la
actividad del transportador ABCB1. En este sentido, la unién entre los glicolipidos
sulfonados y la proteina ABCBL, se debe a las propiedades generales de los inhibidores
especificos de ABCBL. Por ejemplo, su peso molecular considerable, de mas de 18 &tomos
que pueden cubrir mas de una region de union de la proteina, asi como también grupos
carbonilos, que pueden generar fuertes interacciones entre el ligando y la proteina
(Mollazadeh et al., 2018). Un claro ejemplo de ello, se observo en el glicolipido murocoidina
V, aislado de plantas terrestres, especialmente de la familia Convolvulacea; (Figueroa-
Gonzélez et al., 2012), que aumento significativamente la acumulacion intracelular de Rho
123, y modulo la resistencia a farmacos causada por la sobreexpresion de la proteina ABCB1,

en lineas celulares de cancer de mama.

El efecto modulador que genera los glicolipidos de S. filipendula posiblemente, se deba a una
competicion por la salida, con el sustrato fluorescente Rho 123 (inhibicion competitiva)
(Amin, 2013; Varma et al., 2003). A diferencia de ABCC1, la union de ABCBL1 con los
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glicolipidos sulfonados podria producirse principalmente en los dominios transmembrana, a
través de una gran cavidad hidrofdbica, en donde probablemente se den las interacciones de
van der Waals con los grupos hidroxilo de la piranosa o uniones nucleofilicas, asi como
interacciones de enlaces hidrofobicos con los acidos grasos que constituyen a los glicolipidos.
El resultado de esta union provoca los cambios conformacionales de la proteina 'y con ello el
transporte del sustrato fuera de la célula (Ambudkar et al., 2003; Ibrahim et al., 2022; Loo &
Clarke, 2005; Mollazadeh et al., 2018).
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Figura 39. indice de inhibicion del transporte CF (A) para las lineas celulares de Lucena-1 en presencia de los
glicolipidos a: A) 25 pg/mL, B) 50 pg/mL, C) 100 pg/mL y D) 200 pg/mL.

Finalmente, en la Figura 39 se observan los valores de A > 1 de los glicolipidos, confirmando
la actividad transportadora y la modulacion de la proteina ABCB1, particularmente de los
compuestos GL-2, GL-3 y GL-4. Ademas, se observa que el indice de inhibicion de eflujo
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de Rho123 (A) es directamente proporcional a la concentracion del inhibidor, sin embargo,

tiende a permanecer constante después de 100 pg/mL.

7.4.4 Proteina transportadora ABCG2
La actividad funcional del transportador ABCG2 se determind usando el sustrato

fluorescente MTX, el cual se transporta gracias a su propiedad lipofilica, a través de la
membrana celular por un mecanismo de translocacion de lipidos transmembrana (flip-
flop)(Regev et al., 2005); y KO-143 se utilizd como inhibidor especifico. Los
sulfoglicolipidos de S. filipendula mostraron valores de A <1, infiriendo que la modulacion

fue nula frente a la proteina de transmembrana ABCG2 (Figura 40).
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Figura 40. indice de inhibicion de transporte de MTX (A) para las lineas celulares de Lucena-1 en presencia
de los glicolipidos a: A) 25 pg/mL, B) 50 pg/mL, C) 100 pg/mL y D) 200 pg/mL.

Esta baja afinidad de los glicolipidos hacia el transportador ABCG2, se debe a que esta
proteina transporta principalmente metabolitos de tipo esteroides sulfonados o

glucoronizados y &cidos organicos. Sin embargo, la ABCG2 tiende a presentar una alta
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afinidad de sus sitios de unidn con sustratos sulfatados, una caracteristica similar presente en
la estructura de los glicolipidos de S. filipendula y también suele transportar la mayoria de
los sustratos de ABCBL (recordando que esta proteina presentd una actividad de modulacién)
asi como compuestos relativamente hidr6fobos (Grigoreva et al., 2022; Keogh, 2012). Por
otro lado, se observo una baja expresion del transportador ABCG2 en las células de Lucena-
1, ya que no se evidencid un transporte activo del sustrato especifico MTX cuando es
modulado con KO-143, mostrando solamente un porcentaje de células inhibidas del 10 %
aproximadamente. Por esta razon, se propone para futuras investigaciones, evaluar la
actividad de inhibicidn de los glicolipidos sulfonados de S. filipendula en un modelo celular
resistente que sobreexprese en mayor medida el transportador ABCG2, como es el caso de

las lineas celulares de cancer de mama.

7.5 Analisis de la reversion de la resistencia inducida por los transportadores ABC
Una vez establecida la capacidad de los glicolipidos para inhibir los transportadores ABC

involucradas en el fenotipo de la MDR, se evalué la reversion de la resistencia
(quimiosensibilizacion) a traves de la potencializacion de la susceptibilidad de VCR por la

fraccion GL-4 en células de Lucena-1, a través del ensayo de viabilidad MTT (Figura 41).
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Figura 41. Reversion de la actividad MDR en células de Lucena-1 por la fraccion GL-4.
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La fraccion GL-4 fue seleccionada para el ensayo de reversion, ya que esta mostrd una
elevada actividad para modular los transportadores ABCB1 y ABCC1, en comparacion con
el resto de las fracciones de glicolipidos. Para observar con claridad el efecto de reversion de
la resistencia en las células MDR de Lucena-1, se utilizaron dos concentraciones de VCR:
240 nM (concentracion practicamente no toxica) con el 93.6 % de viabilidad celular y 960

nM (concentracién moderadamente toxica) con el 68 % de viabilidad celular (Figura 41).

En la Figura 41 se evidencié que la fraccion GL-4 a 100 pg/mL aumentd significativamente
la sensibilizacion de VCR a 960 y 240 nM, con una disminucién de la viabilidad celular del
68 al 37.3 % y del 93.6 al 71 % respectivamente, para la linea celular de Lucena-1. Sin
embargo, GL-4 a una concentracion de 25 pg/mL, no mostré un efecto de
quimiosensibilizacion, lo anterior podria atribuirse al caracter dosis dependiente para inhibir
los transportadores ABC involucrados en el fenotipo de MDR. Finalmente, este ensayo
preliminar permitié confirmar la ausencia de citotoxicidad de GL-4 en la linea celular de
Lucena-1 a 48 h, con valores de viabilidad celular por encima del 95 % (Figura 41). A partir
de estos resultados, es posible inferir que existe un efecto de reversion de la resistencia, ya
que GL-4 aumentd la susceptibilidad de VCR (provocada por la inhibicién de los
transportadores ABC) y, ademas, se observo que no existié un efecto aditivo o sinérgico entre
el compuesto activo y el agente antineoplasico. Este resultado de quimiosensibilizacion, es
similar al reportado para el SQDG aislado de S. horneri, el cual aumentd la muerte celular
en celulas de carcinoma de colon Caco-2, cuando fue coadministrado en una concentracion
de 100 uM, con el fa&rmaco antiproliferativo NaBT a 1.0 mM. Sin embargo, este precedente
difiere a esta investigacion, ya que se utilizaron células cancerosas no resistentes. Este es la
primera investigacion que coloca a los glicolipidos de las algas marinas, en particular del

género Sargassum, como agentes prometedores que revierten el mecanismo de la MDR.
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Capitulo 8

Conclusiones

o El presente trabajo de investigacion describe el primer estudio quimico de los
glicolipidos intactos de la especie de macroalga marina Sargassum filipendula. Se
identificaron 10 glicolipidos de tipo sulfoquinovosilgliceroles de los cuales seis se
reportan por primera vez para el género Sargassum, siendo las principales diferencias
entre ellos, el nimero de esterificacion y los tipos de acidos grasos que conforman a

los glicolipidos.

o El empleo de las diferentes técnicas espectroscépicas, tales como infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR), UV-visible y resonancia magnética nuclear mono
(1H y 13C) y bidimensionales (COSY, HSQC y HMBC), en conjunto con la
espectrometria de masas por electrospray (MS/ESI), permitieron caracterizar la
porcion hidrofilica de los glicolipidos como el 6-sulfo-a-quinovosilglicerol e
identificar la porcion hidrofobica correspondiente a los acidos grasos de cadena larga
saturados o insaturados (entre 14 - 22 atomos de carbono). Los compuestos S1 'y S2
resultaron ser de tipo SQMG, mientras que los compuestos S3 — S10 se identificaron
como SQDG.

o Se demostré mediante experimentos de fluorescencia que seis de las fracciones
enriquecidas en glicolipidos inhibieron la actividad de los transportadores ABCB1 y
ABCC1 de manera dosis-dependiente, mientras que, la fracciéon GL-1 no mostro
ningun efecto inhibidor en dichos transportadores. Las fracciones GL-2, GL-3y GL-
4, mostraron una mayor capacidad de inhibicién, entre el 80 y 50 %, de las células
con actividad para los transportadores de membrana ABCCl y ABCBI,
respectivamente; lo que sugiere una mayor afinidad por el transportador ABCC1.
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Ninguno de las fracciones resultd ser tdxica para el modelo celular de leucemia

resistente al agente antitumoral vincristina (Lucena-1).

Se sugiere que la actividad de inhibicion de las fracciones enriquecidas en
glicolipidos, esta asociada a la diferencia estructural de los sulfoglicolipidos que los
componen, particularmente por el tamafio de las cadenas de carbono que conforman
a los acidos grasos, asi como al grado de instauracion de la molécula. Estas
diferencias pueden afectar la unién de estos glicolipidos a los sitios de transporte y,
en consecuencia, su eflujo. Adicionalmente, los SQDG, al ser compuestos organicos
anionicos, podrian ser inhibidores competitivos y, posiblemente, una fuente de
agentes fitoterapéuticos capaces de revertir el fenotipo MDR en células cancerosas.

La fraccion GL-4 resulté ser el agente no tdxico, que en combinacién con el farmaco
antineoplasico, mostr6 una actividad moduladora, potenciando la citotoxicidad de la
vincristina en lineas celulares de Lucena-1. Este es el primer reporte de glicolipidos
aislados de S. filipendula, que se convierten en una clase prometedora de novedosos
prototipos mas seguros y eficaces para la inhibicion de las bombas de eflujo y con
ello contrarrestar la resistencia adquirida a los agentes antineoplasicos de uso comdn
en los tratamientos de quimioterapia, disminuyendo sus dosis terapéeuticas efectivas

y, por lo tanto, los efectos toxicos indeseables.
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Anexos

Anexo 1. Espectros de RMN bidimensionales de los glicolipidos de S. filipendula.

:
Figura 42. Espectro HMBC del glicolipido GL-4.
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Figura 43. Espectro HMBC del glicolipido GL-4.

Anexo 2. Ensayo de viabilidad celular de los glicolipidos de S. filipendula.
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Figura 44. Viabilidad celular determinada por el ensayo Pl en el modelo celular de Lucena-1. Ensayo
evaluado para los glicolipidos de S. filipendula a las concertaciones de: A) 25 pg/mL, B) 50 pg/mL, C) 100
pg/mL y D) 200 pg/mL.

Anexo 3. Perfiles caracteristicos de MS en tandem (MS?) obtenidos de glicolipidos de
tipo SQMG y SQDG aislados de S. filipendula.

La fragmentacién indico diferencias en las longitudes de las cadenas de acidos grasos y se

representaron las estructuras putativas para cada especie de sulfoglicolipido.
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fragmentacién compatible con la estructura del 1-O-(9-heptadecenoil),2-O-hexadecanoil-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.
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Figura 48. Espectro de MS! obtenido en modo de ionizacion negativa del ion m/z = 819.5 y la via de
fragmentacién compatible con la estructura del 1-O-(9-octadecenoil),2-O-hexadecanoil-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.



2.0E4 1

ol S7 = 821.5484
0.x

1.8E4 1 '$20 _ gaos

1.6E4 Hﬂo - 0 565.30

1.4E4 1 OH 0. 0
) 250 |1 J\/\/\/\/\/\/\/\
S 1.2E4 \|:8
‘D ' \n/\/\/\/\/\/\/\/\/
E 1.0E4 \O
£ 8.0E3 1 53727

6.0E3 - 225.0092

4 0E3

2.0E3 537.2701

i 355.2043 L | 655.3029
OOEO il 41 ) s b &% Lde sy [ BT Y i N

200.0000

400.0000 800.0000

600.0000
m/z

Figura 49. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacion negativa del ion m/z = 821.5 y la via de fragmentacion

compatible con la estructura del 1-O-octadecanoil,2-O-hexadecanoil-3-O-(6-sulfoquinovopiranosil)-glicerol.
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Figura 50. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacién negativa del ion m/z = 835.5 y la via de

fragmentacién compatible con la estructura del 1-O-nonadecanoil,2-O-hexadecanoil-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.
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Figura 51. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacion negativa del ion m/z = 875.5 y la via de
fragmentacién compatible con la estructura del 1-O-docosanoil,2-O-(9-hexadecenoil)-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.
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Figura 52. Espectro de MS? obtenido en modo de ionizacién negativa del ion m/z = 877.6 y la via de
fragmentacién compatible con la estructura del 1-O-docosanoil,2-O-hexadecanoil-3-O-(6-

sulfoquinovopiranosil)-glicerol.



