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Resumen

La neurodegeneracién es la pérdida progresiva de estructura y funcidon neuronal, causada por
factores como el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la muerte celular. Las algas
producen compuestos bioactivos como acidos grasos, pigmentos fotosintéticos y fenoles,
destacando su potencial antioxidante, que pueden contrarrestar los efectos provocados por la
neurodegeneracion. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto neuroprotector de extractos
obtenidos de algas en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y inducida a la
neurotoxicidad con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Se obtuvieron extractos con los solventes
cloroformo:metanol, diclorometano:metanol y acetona y se determiné la actividad antioxidante
de las muestras algales mediante tres métodos: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), poder de
reduccion antioxidante del ion férrico (FRAP) y la actividad eliminadora de radicales del anién
superodxido (O27). Se evalué la citotoxicidad de los extractos en células SH-SY5Y y se eligieron las
dos concentraciones madaximas no citotdxicas. Las células SH-SY5Y se indujeron a la
neurodegeneracién con 6-OHDA (100 uM) y se evalud la neuroproteccién de los exctrados no
citotéxicos mediante pruebas de viabilidad. Se llevaron a cabo estudios in vitro para conocer el
mecanismo de proteccidn de los extractos: cuantificacidn de especies reactivas de oxigeno (ERO),
cuantificacion de peréxido de hidrégeno (H.0;2), cambios en el potencial de membrana
mitocondrial (PMM) y la muerte celular por actividad de la caspasa-3. Se eligieron los extractos
que mostraron actividad neuroprotectora y se llevd a cabo la deteccidn quimica de sus
componentes mediante resonancia magnética nuclear de protdn (*H RMN) y cromatografia de
gases (GC-MS). Los extractos de Dunaliella tertiolecta y Ulva lactuca protegieron a las células SH-
SY5Y disminuyendo la generacidn de ERO, la disfuncién mitocondrial y la actividad de la caspasa-
3. Los espectros de los extractos de U. lactuca y D. tertiolecta muestran principalmente lipidos,
aminodcidos y acidos organicos, con mayor abundancia de moléculas lipofilicas. Este estudio
destaca el potencial neuroprotector de los extractos organicos de D. tertiolecta y U. lactuca como
fuentes de compuestos con efectos terapéuticos prometedores para enfermedades
neurodegenerativas y sugieren la necesidad de mas estudios sobre sus mecanismos y
aplicaciones clinicas.

Palabras clave: Neuroproteccién, 6-OHDA, linea celular SH-SY5Y, estrés oxidativo, apoptosis,
disfuncién mitocondrial, algas marinas.
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Summary

Neurodegeneration is the progressive loss of neuronal structure and function, caused by factors
such as oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and cell death. Algae produce bioactive
compounds such as fatty acids, photosynthetic pigments, and phenols, highlighting their
antioxidant potential, which can counteract the effects caused by neurodegeneration. This study
aims to evaluate the neuroprotective effect of algae extracts on the human neuroblastoma SH-
SY5Y cell line induced to neurotoxicity with 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Extracts were
obtained using chloroform:methanol, dichloromethane:methanol, and acetone as solvents, and
the antioxidant activity of the algal samples was determined through three methods: 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ferric reducing antioxidant power (FRAP), and superoxide anion
radical scavenging activity (O27). The cytotoxicity of the extracts was evaluated in SH-SY5Y cells,
and the two maximum non-cytotoxic concentrations were selected. SH-SY5Y cells were induced
into neurodegeneration with 6-OHDA (100 puM), and the neuroprotection of the non-cytotoxic
extracts was assessed using viability assays. In vitro studies were performed to elucidate the
protective mechanism of the extracts: quantification of reactive oxygen species (ERO), hydrogen
peroxide (H20;), changes in mitochondrial membrane potential (PMM), and cell death via
caspase-3 activity. Extracts with neuroprotective activity were selected, and their chemical
composition was analyzed using proton nuclear magnetic resonance ('H NMR) and gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Extracts from Dunaliella tertiolecta and Ulva
lactuca protected SH-SY5Y cells by reducing ERO generation, mitochondrial dysfunction, and
caspase-3 activity. The spectra of U. lactuca and D. tertiolecta extracts primarily showed lipids,
amino acids and organic acids, with a higher abundance of lipophilic molecules. This study
highlights the neuroprotective potential of organic extracts from D. tertiolecta and U. lactuca as
promising sources of therapeutic compounds for neurodegenerative diseases and suggests the
need for further studies on their mechanisms and clinical applications.

Keywords: Neuroprotection, 6-OHDA, SH-SY5Y cell line, oxidative stress, apoptosis, mitocondrial
dysfunction, marine algae.
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caspasas-8, que a su vez activan caspasas efectoras (como la caspasas-3), responsables de
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inducen la liberacion de citocromo C desde la mitocondria. Este evento, mediado por la formacién
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margalefii y macroalgas h) Sargassum horridum, i) Spyridia sp. y j) Ulva lactuca. Escala de la barra
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Figura 7. Actividad antioxidante por actividad eliminadora del radical DPPH de los extractos de a)
microalgas y b) macroalgas, a una concentracion de 200 pug mL™. Dunaliella tertiolecta (T),
Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C), Isochrysis galbana
(G), Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum horridum
(H), Spyridia sp. (S). Los sufijos en las abreviaciones de los letreros en el eje x sefalan el solvente
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Figura 8. Actividad antioxidante por actividad eliminadora del anién superdxido de los extractos
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1. INTRODUCCION
1.1 Neurodegeneracion

La neurodegeneracién es la disfuncién progresiva y la pérdida gradual de la estructura y funcion
neuronal que resulta en la muerte de las neuronas. Este proceso esta estrechamente asociado
con un grupo de trastornos conocidos como enfermedades neurodegenerativas (EN), las cuales
afectan al sistema nervioso central (SNC) y generan déficits en funciones cerebrales especificas
como la memoria, el movimiento y la cognicion (Gao y Hong, 2008; Yildiz-Unal et al., 2015; Dugger

y Dickson, 2017).

Un ejemplo es la enfermedad de Parkinson (EP) la cual es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun, afectando al 2-3% de los adultos mayores a nivel mundial y a
entre 300 y 500 mil personas en México (Hernandez et al., 2001; INAPAM, 2019; Leigh, 2020; Qiao
et al.,, 2023). Se caracteriza por la muerte progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigria pars compacta (SNc) y la presencia de cuerpos de Lewy, depdsitos anormales de alfa-

sinucleina (Mhyre et al., 2012; Poewe et al., 2017; Marin-Lépez et al., 2022).

En condiciones normales, las neuronas dopaminérgicas producen dopamina (DA), un
neurotransmisor clave en la coordinacién del movimiento muscular (Alexander et al., 2004; Silva
et al., 2018). No obstante, cuando los niveles de dopamina caen por debajo del 80%, la
estimulacion de los receptores dopaminérgicos se interrumpe, desencadenando los sintomas
caracteristicos de la enfermedad (bradicinesia, rigidez, temblores en reposo, deterioro cognitivo,

entre otros) (Nishit et al., 2021; Golbe et al., 2013; Silva et al., 2023).

Aunque las causas exactas de las EN no estdn completamente dilucidadas, se reconoce que su
desarrollo es multifactorial, involucrando estrés oxidativo (EQ), disfuncion mitocondrial y
apoptosis, mecanismos clave que contribuyen con la degeneraciéon y muerte neuronal (Fig. 1)

(Mohd y Sirajundeen, 2020; Nishit et al., 2021). En la EP, se ha documentado que el EO y la
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disfuncién mitocondrial estdn implicados directamente en la muerte de las células por apoptosis,

exacerbando la progresién de la enfermedad (Levy et al., 2009; Hwang, 2013).

P Disfuncion .
Estrés oxidativo . . Apoptosis
mitocondrial
- | Actividad de * Dafiosenel PMM * Activacién de caspasas
enzimas antioxidantes * Liberacion de factores . EXprESIOHES
« A ERO mitocondriales proapotoéticas

* Dafio en el ADN
«  Oxidacién de
proteinas

* Peroxidacion lipidica

Neurodegeneracién

Figura 1. Mecanismos asociados con la neurodegeneracion que estan implicados en la progresién
y patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas. El estrés oxidativo incluye la disminucion
de la actividad de enzimas antioxidantes ({,), el aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO,
), dafio en el ADN, oxidacién de proteinas y peroxidacion lipidica. La disfuncién mitocondrial se
caracteriza por dafios en la membrana mitocondrial externa, por ejemplo, dafios en el potencial
de membrana mitocondrial (PMM) y la liberacién de factores mitocondriales. Finalmente, la
apoptosis incluye la activacién de caspasas y la expresidon de factores pro-apoptdticos, todo lo
cual contribuye a la neurodegeneracion (Tomado de Mohd y Sirajudeen, 2020).

1.2 Principales factores involucrados en la neurodegeneracion
1.2.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EQ) es un estado de desequilibrio en el sistema de éxido-reduccion celular, se
caracteriza por la produccion excesiva de radicales libres (RL) y especies reactivas de oxigeno
(ERO) v la insuficiencia en las defensas antioxidantes celulares, lo que resulta en danos en la
estructura y funcion de lipidos y proteinas, en el sistema de reparacion del ADN, entre otros

(Gandhiy Abramov, 2012; Aramouni et al., 2023).
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El EO representa uno de los principales mecanismos patogénicos en las EN (Silva et al., 2018),
debido a la acumulacién de ERO, particularmente en el cerebro, un drgano altamente vulnerable
debido a la riqueza en lipidos particularmente fosfolipidos y dcidos grasos poliinsaturados (AGP)
y a su actividad metabdlica elevada (Drechsel y Patel, 2008; Juarez-Olguin et al., 2016; Niedzielska
et al., 2016; Silva et al., 2021b). El cerebro en comparacion con otros drganos consume una alta
tasa de oxigeno (O2) para llevar a cabo todas sus funciones metabdlicas, lo que favorece la
aparicién de las ERO, como el radical superdxido (O,7), el radical hidroxilo (OH") y el peréxido de
hidrégeno (H,0,) (Dorado-Martinez et al., 2003; Turrens, 2003; Blesa et al., 2015; Ogunro et al.,
2022).

Para contrarrestar los efectos del EO, las células cuentan con un sistema antioxidante compuesto
por antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Davies, 2000; Chelikani et al., 2004; Bolton et al.,
2009). Los antioxidantes interactuan con los RL neutralizdndolos para retrasar o inhibir los
procesos de oxidacién al disminuir la concentracién de oxidantes, uniéndose a iones metalicos
gue catalizan la produccién de ERO, evitando el inicio de reacciones en cadena productoras de
RL, entre otros (Dorado-Martinez et al., 2003). Los antioxidantes enzimaticos neutralizan las ERO
y previenen el dafio celular al catalizar reacciones quimicas especificas, por ejemplo, la superdxido
dismutasa (SOD) (convierte el superdxido en perdxido de hidrogeno y oxigeno), la catalasa (CAT)
(descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno), la glutation peroxidasa (GPx) (reduce
el peréxido de hidrégeno) y la glutation reductasa (regenera el glutation reducido a partir de
glutatidon oxidado) (Chelikani et al., 2004; Dumont et al., 2009; Gradinaru et al., 2012; Aoyama y
Nakaki, 2013).

Por su parte, los antioxidantes no enzimaticos actian eliminando los RL debido a que reaccionan
directamente con ellos donando o aceptando electrones, ejemplos de estas moléculas son el
glutation (tripéptido que participa en la eliminacién de perdxidos y la regeneraciéon de otros
antioxidantes), vitaminas (vitamina C y E; elimina radicales libres en el medio acuoso y protege

las membranas celulares al prevenir la peroxidacion lipidica, respectivamente), carotenoides (B-
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caroteno, neutralizan el oxigeno singlete y otros radicales), flavonoides, polifenoles, entre otros

(Davies, 2000; Irato y Santovito, 2021).

1.2.2 Disfuncion mitocondrial

La mitocondria es un organelo clave en la célula, donde se llevan a cabo procesos esenciales como
la respiracion celular y la fosforilacion oxidativa, ademas de regular la concentracion de calcio
(Ca?*) en el citosol (Matuz-Mares et al., 2022; Rosenstock et al., 2022). Una captacion excesiva de
Ca?*, junto a la sobreproduccion de ERO, puede provocar el colapso del potencial de membrana
mitocondrial (PMM) y la apertura de los poros de transicidon de la permeabilidad mitocondrial
(Fig. 2) (Ullah et al., 2014). Esto conlleva la inflamacién de la matriz mitocondrial, el
desacoplamiento mitocondrial y la ruptura de la membrana externa, liberando factores
mitocondriales como el citocromo Cy el factor inductor de apoptosis (FIA) hacia el citosol (Fig. 2)

(Okouchi et al., 2007; Wang y Youle, 2009).

La disfuncion mitocondrial en las neuronas difiere de otras células del cuerpo por su alta
dependencia energética, vulnerabilidad al estrés oxidativo y la necesidad de transporte
mitocondrial a lo largo de axones y dendritas (Drechsel y Patel, 2008; Strope et al., 2022). Estas
caracteristicas hacen que las neuronas sean especialmente sensibles a alteraciones
mitocondriales, comprometiendo la transmisién sindptica y la homeostasis idnica (Alshial et al.,
2023). En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, esta disfuncién desempefia un
papel central al agravar el dafo oxidativo, la acumulacién de proteinas tdxicas y la muerte
neuronal progresiva, con consecuencias irreversibles dada la limitada capacidad de regeneracién

de las neuronas (Strope et al., 2022; Mohamen y Mohd, 2024).

1.2.3 Apoptosis

La apoptosis es un proceso programado de muerte celular que ocurre de forma natural y es
fundamental para el desarrollo y mantenimiento de tejidos en organismos multicelulares

(Okouchi et al., 2007; Yilmaz y Dilek, 2022; Sanghai y Tranmer, 2023). Este proceso implica



5

cambios morfoldgicos y bioquimicos, como la fragmentacién del ADN, la escisién de proteinas
especificas y el aumento de la permeabilidad mitocondrial (Ziegler y Groscurth, 2004; Yilmaz y
Dilek, 2022). Esta forma programada de muerte celular en la EN ocurre en respuesta al dafio
cronico, estrés oxidativo y alteraciones mitocondriales (Sanghai y Tranmer, 2023; Silva et al.,

2023).

La apoptosis puede desencadenarse por seiales extrinsecas e intrinsecas (Fig. 2). La via extrinseca
implica la activacion de receptores de muerte tras la union del ligando, iniciando una cascada de
interacciones proteina-proteina (Okouchi et al., 2007; Yilmaz y Dilek, 2022). Los receptores de
muerte son proteinas transmembranales que pertenecen a la superfamilia de receptores del
factor de necrosis tumoral (TNF), se localizan en la membrana plasmatica y se caracterizan por
poseer un dominio intracelular conocido como dominio de muerte (DD) (O'Brien y Kirby, 2009;
Yilmaz y Dilek, 2022). Por otro lado, la via intrinseca implica la liberacion de factores
proapoptéticos del espacio intermembranal mitocondrial al citosol, lo que puede desencadenar
apoptosis dependiente o independiente de caspasas, enzimas esenciales en los procesos de
apoptosis y se encuentran en la célula como precursores inactivos (procaspasas), que necesitan
ser activados mediante escisidon proteolitica (Okouchi et al., 2007; Tong et al., 2023). Existen mas
de 12 caspasas clasificadas en tres grupos: las iniciadoras (caspasas-2, -8, -9, -10), las ejecutoras
(caspasas-3, -6, -7) y las procesadoras (caspasas-1, -4, -5, -12, -13, -14). Las caspasas ejecutoras
son responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que ocurren en las células

apoptoticas, activdndose a través de las caspasas iniciadoras (Denault y Salvesen, 2001).

En las EN, las caspasas desempefian un papel central en la apoptosis, siendo las caspasas-3, -8 y -
9 las mas relevantes (Denault y Salvesen, 2001; Dailah, 2022; Wdijcik et al., 2024). La caspasa-9 se
activa en la via intrinseca (mitocondrial), mientras que la caspasa-8 lo hace en la via extrinseca, y
ambas convergen en la activacién de la caspasa-3, responsable de ejecutar la apoptosis mediante
la fragmentacion de ADN vy la degradacion de proteinas esenciales (Sanghai y Tranmer, 2023;

Woijcik et al., 2024). La sobreactivacién de estas caspasas contribuye a la pérdida neuronal
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progresiva, caracteristica de estas enfermedades (Wéjcik et al., 2024). Por ello, la inhibicién de
caspasas ha sido explorada como una estrategia terapéutica, buscando prevenir la muerte

neuronal y proteger las conexiones sinapticas (Dailah, 2022).

Via extrinseca

Receptor de

Membrana celular
muerte
N | | \;\ | T I : | | ‘j"\“n:
Via intrinseca/mitocondria
1 SIrczazl‘,f‘L _C O
P Mitocondria

Pro-caspasa 8
\ Liberacion del
l citocromo C

Caspasa 8* - Citocromo C

Pro-caspasa 9

Pré- . Apas-1
caspasa 3 \
as
k Pasa 9 activag, '
g Apoptosoma
Caspasa 3 SRl

Apoptosis

Figura 2. Apoptosis: vias extrinseca e intrinseca. La via extrinseca se activa por la unién de ligandos
al receptor de muerte en la superficie celular, lo que desencadena la activacion de la pro-
caspasas-8, que a su vez activan caspasas efectoras (como la caspasas-3), responsables de
ejecutar la apoptosis. La via intrinseca o mitocondrial, es activada por estimulos de estrés que
inducen la liberacién de citocromo C desde la mitocondria. Este evento, mediado por la formacién
del apoptosoma, promueve la activacién de la caspasa-9, que también activa caspasas efectoras.
Ambas vias convergen en la activacién de estas caspasas, culminando en la apoptosis celular.
(Tomado de Bhosale et al., 2020).

1.3 Algas marinas: fuentes de compuestos bioactivos como potenciales neuroprotectores

Las algas marinas presentan capacidad metabdlica de bioacumulacion de compuestos de alto

valor agregado, como acidos grasos poliinsaturados, pigmentos fotosintéticos, ficobiliproteinas y
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polisacaridos, las convierte en una plataforma biotecnolégica prometedora para aplicaciones en
biocombustibles, suplementos alimenticios y compuestos farmacolédgicos, destacando su
importancia como fuente de bioactivos neuroprotectores (Silva et al., 2018; Khan et al., 2018;

Lizzul et al., 2018; Thoré et al., 2023; Maznah et al., 2024).

Las algas son organismos principalmente fotoautdtrofos que incluyen miembros procariotas y
eucariotas, conforman un grupo polifilético complejo, es decir, que no comparten un ancestro en
comun y comprenden organismos de distintos linajes evolutivos (Gilmour, 2023). Estas pueden
clasificarse de manera general de acuerdo a su complejidad estructural, en microalgas

(organismos unicelulares) y macroalgas (organismos pluricelulares) (Ronga et al., 2019).

Las microalgas son un grupo diverso de microorganismos fotosintéticos autétrofos (2-200 um),
obtienen su energia principalmente de la luz solar, aunque algunas especies pueden crecer
utilizando materia organica como fuente energia o de carbono (heterdétrofos) y algunas otras
especies son capaces de alternar su fuente de energia seglin las condiciones (mixétrofos)
(Chinnasamy et al., 2010; Rodriguez-Zuiiiga et al., 2023). Estas desempefian un papel clave en los
ecosistemas al ser de los principales productores primarios y la base de las redes tréficas (Hurd
et al., 2009). Su diversidad se refleja en las aproximadamente 72,500 especies documentadas, las
cuales habitan en una amplia variedad de ambientes, desde marino y dulceacuicolas hasta

terrestres y extremos como la nieve (Guiry, 2012; Singh y Saxena, 2015).

Las macroalgas son organismos multicelulares fotosintéticos, varian en tamafio desde unos pocos
centimetros hasta varios metros. Se distribuyen mayormente en ambientes acudticos marinos,
particularmente en aguas templadas y frias donde forman grandes praderas submarinas o
bosques, que son esenciales para los ecosistemas acuaticos (Hurd et al., 2014). Se estima que
existen cerca de 30,000 especies, clasificadas en tres divisiones principales: algas verdes
(Chlorophyceae), algas pardas (Phaeophyceae) y algas rojas (Rhodophyceae) (Yousef et al., 2024).

Estos grupos se distinguen principalmente por la presencia de pigmentos fotosintéticos
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especificos que les confieren su color caracteristico y les permiten captar distintas longitudes de

onda de la luz solar (Hurd et al., 2014).

Para el presente trabajo se tomaron como modelo de estudio a las microalgas Dunaliella
tertiolecta, Chlorella capsulata, Rhodosorus marinus, Porphyridium cruentum, Isochrysis galbana,

Chaetoceros calcitrans y Alexandrium margalefii, y a las macroalgas Ulva lactuca, Sargassum

horridum y Spyridia sp (Fig. 3, Anexo Ay B).

- g

¥ <>

Figura 3. Microalgas a) Dunaliella tertiolecta, b) Chlorella capsulata, c) Rhodosorus marinus, d)
Porphyridium cruentum, e) Isochrysis galbana., f) Chaetoceros calcitrans y g) Alexandrium
margalefii y macroalgas h) Sargassum horridum, i) Spyridia sp y j) Ulva lactuca. Escala de la barra
de a-g: 5 um y escala de la barra de h-j: 5 cm.



2. ANTECEDENTES

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) constituyen un grupo heterogéneo de trastornos
progresivos y cronicos que afectan a millones de personas en todo el mundo (Erkkinen et al.,
2018). Dado que la etiologia de la mayoria de estas enfermedades sigue siendo en gran medida
desconocida, los tratamientos actuales se centran principalmente en el manejo paliativo de los
sintomas. Ante esta limitacion, se ha propuesto el uso de compuestos bioldgicos como
potenciales terapéuticos capaces de desacelerar la progresion de la enfermedad. Esta estrategia
busca aprovechar el amplio espectro de actividades bioldgicas y farmacoldgicas de diversas
fuentes naturales para el desarrollo de farmacos con propiedades neuroprotectoras. Dichos
compuestos podrian mitigar el estrés oxidativo, restaurar la funcién mitocondrial y prevenir la
muerte celular por apoptosis, procesos clave en la neurodegeneracidn asociada a estas

enfermedades (Angeloniy Vauzour, 2019; Andrade et al., 2023).

2.1 Efecto neuroprotector en modelos celulares

Un modelo de estudio es un sistema que se utiliza para la investigacién y comprension de los
efectos de determinado compuesto en diversas areas de interés como la biologia o la medicina
(Son, 2022). Estos modelos nos permiten replicar, controlar y manipular aspectos especificos para

realizar experimentos y obtener datos aplicables en la realidad (Mukherjee, 2023).

En estudios de neurodegeneracidn, los modelos de estudio mas comunes son los modelos
animales; por ejemplo, ratones (Cohen et al., 2003; Landers et al., 2014), pez cebra (Xi et al,,
2011), y mas recientemente las lineas celulares (Silva et al., 2018; 2023). Las lineas celulares son
poblaciones celulares que han derivado de una célula Unica o de tejidos humanos, animales o
vegetales, y son cruciales en la investigacion de laboratorio por su capacidad de crecer
indefinidamente (Sogos et al., 2021; Mukherjee, 2023). Esto permite la obtencion de resultados
rapidos, rentables y reproducibles, por lo que se son ampliamente utilizados para predecir la
actividad in vitro de compuestos bioactivos como neuroprotectores (Novosadov et al., 2019;

Slanzi et al., 2020; Mukherjee, 2023).
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Para estudiar la funcién y diferenciacion neuronal, y evaluar el efecto neuroprotector de
compuestos bioactivos de interés, una de las mas utilizadas es la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y (Fig. 4) (de Medeiros et al., 2019; Silva et al., 2019 - 2023). Las células SH-SY5Y
son células con gran similitud a las neuronas dopaminérgicas (células que se ven afectadas
principalmente en la EP), por lo que su uso se ha popularizado como modelo para estudiar

especialmente a esta enfermedad (Koganci, 2024).

DSMZ-No.: ACC209 =

Figura 4. Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (DMSZ no. 209). (Tomado de Leibniz
Institute DSMZ, s.f.).

2.1.1 La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) como agente de neurodegeneracion

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es un compuesto neurotoxico sintético andlogo de la dopamina
(Fig. 5), fue aislada por primera vez en 1959 por Shinjiro Senoh, un bioquimico japonés (Senoh y
Witkop, 19593, b; Senoh et al., 1959), y sus efectos bioldgicos se demostraron por primera vez en
la década de 1960 por Senoh y el quimico organico alemdan Bernhard Witkop, cuando se demostré
que induce depleciéon de la noradrenalina en el sistema nervioso auténomo y destruia

terminaciones nerviosas simpdticas (Porter et al., 1963, 1965; Stone et al., 1963).
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Diversos estudios han demostrado que las células SH-SY5Y expuestas a 6-OHDA son herramientas
valiosas para el estudio de enfermedades neurodegenerativas, principalmente como la EP
(Magalingam et al., 2022). Asi, la 6-OHDA es utilizada para inducir un dafo neurolégico en un
modelo in vivo e in vitro, replicando algunos procesos celulares que estan relacionados con la
neurodegeneraciéon como el estrés oxidativo (EO), lo que explica el potencial de los antioxidantes
frente a la toxicidad de la 6-OHDA (Tiffany-Castiglioni et al., 1982; Decker et al., 1993; Lotharius
etal., 1999; Takakura et al., 2023).

La 6-OHDA afecta principalmente a las neuronas gracias a que es compuesto altamente oxidable,
que, al ser andlogo de la dopamina, tiene alta especificidad y puede ser capturado por el
transportador de dopamina y asi adentrarse a la célula (Blum et al., 2001; Fahn, 2003). Una vez
dentro, la 6-OHDA se acumula y se autooxida, promoviendo la formacién de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y dafios en la mitocondria, interviniendo con la produccion de trifosfato de

adenosina (ATP) (Blum et al., 2001).

a b
HO NH, HO

NH,
HO OH HO

Figura 5. Estructura quimica de la a) 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y b) dopamina.

La toxicidad de la 6-OHDA se atribuye a varios mecanismos interrelacionados (Fig. 6). Primero, la
6-OHDA es altamente susceptible a la autooxidacion tanto intra como extracelularmente, proceso
que genera ERO como el superdxido (027) y el perdxido de hidrégeno (H.0;) (Hernandez-Baltazar
et al., 2017). Estas moléculas contribuyen al EO, lo que provoca dafio en lipidos de membranas,
proteinas estructurales y funcionales, y el ADN nuclear y mitocondrial (Hernandez-Baltazar et al.,

2017). Adicionalmente, la 6-OHDA puede ser metabolizada por la enzima monoaminooxidasa
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(MAO), que produce H,0, como subproducto (Blum et al., 2001). Este compuesto, en presencia
de metales de transicién como el hierro, participa en la reaccién de Fenton, generando radicales
hidroxilos altamente reactivos que amplifican el dafio oxidativo (Blum et al., 2001; Rynkowska et

al., 2020).

Otro mecanismo clave es su capacidad para inhibir directamente el complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que no solo reduce la produccién de ATP, sino que también
incrementa la generacion de ERO a nivel mitocondrial, intensificando la disfuncién energética
neuronal (Kich et al., 2016; Silva et al., 2018). Ademas, la 6-OHDA tiene alta afinidad por los
transportadores de dopamina (DAT), lo que facilita su acumulacién en las neuronas
dopaminérgicas. Una vez dentro de estas células, la 6-OHDA se oxida, generando ERO
directamente en el citoplasma, lo que desencadena estrés oxidativo severo y activa las vias de
apoptosis. Este ultimo proceso incluye la liberacién de citocromo ¢ desde las mitocondrias, la
activacion de caspasas y la consecuente muerte celular programada (Kich et al., 2016; Hernandez-

Baltazar et al., 2017).

— XL
(&)
® Neurona
DAT "

/ ° .\ Mitocondria

h (\ﬂ,](
\/

Estrés oxidativo, dafios en el ADN, muerte celular

Figura 6. Mecanismos de accion de la 6-OHDA (Tomado de Wal et al., 2022). Especies reactivas
de oxigeno (ERO), 6-hidroxidopamina (6-OHDA), transportadores de dopamina (DAT).
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2.2 Las algas como fuente de compuestos bioactivos

Las algas son fuentes de una variedad de compuestos bioactivos con diversas propiedades
terapéuticas (Mero y Conti, 2023; Mishra et al., 2023). Estos compuestos comprenden una rica
diversidad de moléculas tales como &acidos grasos, pigmentos fotosintéticos, terpenos,
polisacaridos, entre otros que exhiben propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antimicrobianas, antivirales, antidiabéticos y antiapoptoéticas (Angeloni et al.,
2019; Bueno et al., 2020; Gallego et al., 2022a., 2022b; Silva et al., 2018; 2023; Ghaliaoui et al.,
2024; Tyagi y Sarma, 2024).

Unas de las principales moléculas producidas por las algas son los acidos grasos y los y pigmentos
fotosintéticos, los cuales, llegan a constituir entre el 15 y el 25% de su biomasa seca, incluidos los
acidos grasos saturados e insaturados, destacando principalmente los poliinsaturados como el
acido eicosapentaenoico (EPA), el dcido docosahexaenoico (DHA) y el 4cido araquiddnico (ARA),
y, los pigmentos como clorofilas, carotenoides, ficobiliproteinas y fucoxantina (Bule et al., 2018;

Mansour et al., 1999; Aravind y Inbakandan, 2022; Majhi et al., 2022; Ahamefule et al., 2023).

La composicion de estos acidos grasos es diferente entre las diferentes especies y filos a los que
pertenecen, por ejemplo, las algas verdes (Chlorophyta) se caracterizan por acumular acido alfa-
linolénico (ALA) y acido esteariddnico (SDA), mientras que, las algas pardas (Ochrophyta) acumula
predominantemente acido EPA, ARA y SDA, vy las algas rojas (Rhodophyta) principalmente EPA
(Jonasdattir, 2019; Susanto et al., 2019; dos Santos et al., 2021).

Por su parte, los dinoflagelados (Dinophyta) poseen una gran variedad de acidos grasos de cadena
larga altamente insaturados como el EPA y DHA, ademas de una gran variedad de pigmentos
fotosintéticos como la clorofila a, clorofila ¢ (c: + ¢2), peridinina, diadinoxantina y B-caroteno

(Hallegraeff et al., 1991; Mansour et al., 1999; Usup et al., 2008).

En cuanto a los pigmentos fotosintéticos, diversos estudios se han centrado en estudiar la
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composicidn y propiedades de diferentes carotenoides como el B-caroteno, la astaxantina, la
luteina, la fucoxantina y la zeaxantina, extraidos de microalgas como Dunaliella salina,
Haematococcus pluvialis, Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium cruentum
y Dunaliella tertiolecta (Guedes et al., 2011; Raposo et al., 2015; Talero et al., 2015; Gong y Bassi,
2016).

Ademas, se ha encontrado que los compuestos bioactivos de macroalgas, como Ulva lactuca, asi
como Sargassum sp contienen compuestos bioactivos con actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas y antivirales, como se demuestra en diversos

estudios (Quahabi et al., 2024; Safitri et al., 2024).

Entre otros compuestos que han demostrado actividad antioxidante en algas se encuentran los
polifenoles y florotaninos (Balboa et al., 2013). Ambos son predominantes en algas pardas, como
Padina australis, y se ha documentado una fuerte correlacién entre la actividad antioxidante y el
contenido fendlico, asi como los grupos hidroxilos presentes en estos compuestos. Esta relacién
se atribuye a su capacidad para actuar como eliminadores eficaces de radicales libres y quelantes

de iones metalicos (Balboa et al., 2013; Hermund et al., 2018).

2.3 Las algas como potenciales neuroprotectores en lineas celulares

Se ha estudiado el efecto de posibles compuestos neuroprotectores en ensayos in vitro con la
finalidad de predecir su comportamiento. Souza et al. (2018), reportaron que el kappa-
carragenano aislado del alga roja Hypnea musciformis mostré una actividad neuroprotectora
contra la neurotoxicidad inducida por 6-OHDA en células SH-SY5Y mediante la modulacién del

potencial transmembrana de las mitocondrias y la reduccion de la actividad de la caspasa 3.

Bueno et al. (2020), estudiaron la composicion de carotenoides de la microalga D. salina, la cual
es capaz de acumular cantidades relativamente altas de B-caroteno y otros carotenoides de

interés cuando se cultiva en condiciones especificas. En este estudio probaron la inhibicion de la
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actividad de la acetilcolinesterasa de todos los extractos mediante una metodologia de
fluorescencia in vitro, del que desarrollaron un modelo que indica un efecto positivo de la luteina
y el 15-cis-B-caroteno en la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, una enzima importante en

enfermedad neurodegenerativas como el Alzheimer.

Gallego et al. (2022b) evaluaron la actividad antiinflamatoria, antioxidante y neuroprotectora de
extractos enriquecidos con carotenoides extraidos de cuatro microalgas: Haematococcus
pluvialis, Nannochloropsis oceanica, Tisochrysis lutea y Porphyridium cruentum, a través de una
bateria de ensayos neuroprotectores in vitro. Los resultados indicaron que los extractos de
microalgas ejercieron un moderado y selectivo potencial inhibidor de la colinesterasa, asi como
altas capacidades antioxidantes y antiinflamatorias, destacando los extractos de N. oceanicay T.

lutea.

En un estudio complementario, Gallego et al. (2022a) analizaron un extracto de otra microalga,
D. salina enriquecido con carotenoides mediante extraccion supercritica de fluidos. Este extracto
mostré actividades antioxidantes, antiinflamatorias y anticolinérgicas cuando se evalué en un

modelo celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, lo que refuerza su potencial neuroprotector.

Por otro lado, investigaciones sobre macroalgas realizadas por Silva et al. (2018) han explorado el
potencial neuroprotector de extractos obtenidos de diversas algas pardas de la costa portuguesa;
Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides, Padina pavonica, Codium tormentosum y Ulva
compressa. Dicho estudio reportd que los extractos obtenidos con metanol y con diclorometano
protegieron a las células de neuroblastoma SH-SY5Y del dafio producido por la 6-OHDA, mediante
la reduccion de H20;, la proteccidon del potencial de membrana mitocondrial y la reduccién de la

actividad de la caspasa-3.

Asi mismo, otros estudios realizados por Silva et al. (2019; 2023) han explorado el potencial

neuroprotector de compuestos bioactivos aislados de diversas algas pardas, como el eleganolone,
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eleganonal, bibiolone, fucoesterol de Bifurcata bifurcata y el monoterpenoide lactone de Codium
tomentosum. En estos estudios, se evaluaron los efectos de estos compuestos en células SH-SY5Y
expuestas a neurotoxicidad inducida por 6-OHDA. Los resultados destacaron su capacidad para
disminuir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), estabilizar el potencial de
membrana mitocondrial y reducir la actividad de caspasa 3, entre otros mecanismos relacionados
con vias de sefializacion neuroprotectoras. Estas evidencias subrayan el potencial de macroalgas
y microalgas como fuentes prometedoras de compuestos neuroprotectores para aplicaciones

biotecnoldgicas y terapéuticas.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas representan un desafio global debido al desgaste
progresivo del sistema nervioso central y la pérdida progresiva de funciones cognitivas y motoras.
Estas patologias afectan a millones de personas en todo el mundo, y tienen un impacto
socioecondmico significativo. Tan solo en México, la enfermedad de Parkinson, tiene una
prevalencia de 50 casos nuevos por cada 100 mil habitantes al afio, afectando principalmente a
hombres de 45 a 60 afios. Los tratamientos farmacoldgicos tradicionales, aunque efectivos
inicialmente, pierden eficacia con el tiempo y generan multiples efectos secundarios, como

trastornos del control de impulsos y somnolencia.

En este contexto, dada la falta de opciones terapéuticas, la mayoria de los estudios clinicos se
centran en mejorar la eficacia de los medicamentos actuales. Por lo tanto, la busqueda de nuevas
alternativas que sean agentes terapéuticos de enfermedades como el Parkinson es de gran
importancia. De este modo, los compuestos bioactivos presentes en las algas, han emergido como
una alternativa prometedora. Gracias a sus propiedades antioxidantes, estos compuestos pueden
neutralizar radicales libres y reducir el estrés oxidativo, uno de los principales factores que

contribuyen a la neurodegeneracion, protegiendo asi a las neuronas de la muerte celular.

Ademas, las algas ofrecen ventajas adicionales al ser una fuente sostenible de compuestos
bioactivos. Su cultivo tiene un bajo impacto ambiental y contribuye a la mitigacidon de problemas
asociados a la sobreexplotacion de recursos. Por tanto, la investigacién de las algas marinas como
fuente de compuestos neuroprotectores no solo responde a la necesidad de soluciones efectivas
contra estas enfermedades, sino que también promueve un enfoque sustentable y
econdmicamente viable, destacando su potencial para contribuir al desarrollo de alternativas

terapéuticas accesibles y seguras.
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4. HIPOTESIS

Dado que las algas marinas contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos con
actividad antioxidante, incluyendo acidos grasos poliinsaturados, pigmentos fotosintéticos,
polifenoles, aminodcidos y vitaminas, se plantea que los extractos solubles en los solventes
cloroformo:metanol, diclorometano:metanol y acetona obtenidos de microalgas y macroalgas
seleccionadas ejercerdn un efecto neuroprotector en la linea celular de neuroblastoma humano
SH-SY5Y, mediante la mitigacién del estrés oxidativo, la preservacion de la funcién mitocondrial

y la reduccién de la apoptosis inducida por la exposicion al neurotéxico 6-hidroxidopamina.
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OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector in vitro de extractos obtenidos de diversas microalgas y

macroalgas marinas contra la neurotoxicidad inducida por el tratamiento con 6-hidroxidopamina

en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

5.2 Objetivos particulares

e Caracterizar y valorar la actividad antioxidante de los extractos solubles en

cloroformo:metanol, diclorometano:metanol y acetona obtenidos de diversas microalgas y
macroalgas.

Evaluar la actividad neuroprotectora in vitro en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
mediante estudios de viabilidad celular, de los extractos solubles en cloroformo:metanol,
diclorometano:metanol y acetona obtenidos de diversas microalgas y macroalgas, frente a
la neurodegeneracién inducida por 6-hidroxidopamina.

Describir los efectos de los extractos solubles en cloroformo:metanol,
diclorometano:metanol y acetona de diversas microalgas y macroalgas sobre las vias de
sefializacion intracelular relacionadas con la neurotoxicidad inducida por la 6-
hidroxidopamina, mediante estudios del estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial y

apoptosis.
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6. MATERIALY METODOS
6.1 Material biolégico y condiciones de cultivo
6.1.1 Microalgas

Las microalgas se obtuvieron de la coleccién de microalgas del CIBNOR (Lora-Vilchis, 2022) que a
su vez, provenian de otras colecciones: La microalgas Dunaliella tertiolecta (CIB 67) del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE) (1990), Chlorella capsulata
(CIB 51) de la Coleccién de Algas de la Universidad de Texas en Austin (UTEX) LB 2074 (1990),
Rhodosorus marinus (CIB 78) de UTEX LB 2760 (2013), Porphyridium cruentum (CIB 77) de UTEX
161 (1990), Isochrysis galbana (CIB 70) de UTEX LB 2307 (1990) y Chaetoceros calcitrans (CIB 38)
de la Universidad Auténoma de Baja California Sur (2015). Todas las microalgas se cultivaron en
el medio de cultivo F/2 (Guillard y Ryther, 1962), a excepcidn de C. calcitrans que se cultivd con
medio de cultivo F/2 y con 30 mg L' de silicatos. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura
25+ 1 °C, en ciclos de luz obscuridad de 12:12 h, aireacion continua y en una intensidad luminosa

de 149.5 umol foton m2?sty pH 7.7 a 8.

Ademas, se trabajoé con el dinoflagelado Alexandrium margalefii (AMCQ-1) de Bahia Concepcién,
B.C.S (2000) de la Coleccién de Dinoflagelados Marinos (CODIMAR) (Morquecho y Reyes-Salinas,
2022). Se cultivé en el medio GSe de Blackburn et al. (2001) modificado. Se mantuvo el cultivo a
una temperatura de 22 + 1 °C, con un ciclo de luz obscuridad de 12:12 h y una salinidad de 30
UPS. Se escalaron hasta matraces de 2 Ly se cosecharon en la fase exponencial tardia, 3 semanas

(1 x 10% cel mL1).

Las células en los cultivos de ambas cepas se sedimentaron a 4 °C por 24 h y se elimind el
sobrenadante. Se centrifugaron (357 x g, 10 min, 4 °C) para retirar el sobrenadante restante. El
pellet obtenido de cada cepa se liofilizé (Labconco FreeZone 18 L) y conservé en seco hasta su

uso.
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6.1.2 Macroalgas

La macroalga Sargassum horridum se recolectd en playa El Sausozo, Baja California Sur, México
(24.312060, -110.640309) y las macroalgas Ulva lactuca y Spyridia sp. en la playa del Malecén de
La Paz, Baja California Sur, México (24.168383, -110.310654) en septiembre de 2023. Las
muestras se tomaron del sustrato rocoso en la zona intermareal mediante snorkel,
posteriormente, fueron limpiadas con agua corriente para eliminar epifitos, detritos y material
incrustado. Las algas limpias se colocaron en una bolsa de pldstico. Las macroalgas se identificaron
on ayuda de la Dra. Karla Ledn Cisneros de la Universidad Auténoma de Baja California Sur. Las

muestras se liofilizaron (Labconco FreeZone 18 L) y almacenaron hasta su uso.

6.2 Extraccion de compuestos bioactivos para evaluacién neuroprotectora
6.2.1 Extraccion con cloroformo:metanol (CFMO:MeOH)

Se realizd una extraccidn utilizando una mezcla de cloroformo:metanol (CFMO:MeOH, Honeywell
Riedel-de Haen GmbH, Seelze, Germany) en una relacién 2:1. Para ello, se colocaron 50 mg de
biomasa liofilizada de microalga y 500 mg de biomasa liofilizada macroalgas, colocadndolas en
tubos de vidrio con tapdn de rosca protegidos de la luz. A cada uno se les afladié 15 mL de la
mezcla de solventes. Las muestras se agitaron durante 10 s en un mezclador vértex (Scientific
Industries/Vortex) para homogenizar el contenido liofilizado con la mezcla de solventes. Para
acceder al contenido intracelular, las muestras de microalgas se sonicaron (VWR, modelo 97043-
964) por 15 min en bafio de hielo con una amplitud de 10%, mientras que las de macroalgas se
sometieron a disrupcién celular con un agitador magnético durante 1 h. La solucidn resultante se
filtré y la fase orgdnica recolectada se evapord a temperatura ambiente. Los extractos
concentrados se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO) para obtener una solucién stock con una
concentracién de 100 mg mL™. Los extractos obtenidos con CFMO:MeOH se identificaron con la

letra “F” alo largo del documento (Tabla 1).
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6.2.2 Extraccion con diclorometano:metanol (DCMO:MeOH)

Se realizé una extraccion utilizando una mezcla de diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, VWR-
BDH Chemicals, Rosny-sous-Bois, France) en una proporcion 1:1, aplicada exclusivamente a las
muestras de macroalgas. Se pesaron 500 mg de biomasa liofilizada en tubos de vidrio con tapén
de rosca y protegidos de la luz. A cada tubo se afadieron 15 mL de la mezcla de solventes. Las
muestras se agitaron en un mezclador vértex durante 10 s para homogenizar el contenido
liofilizado con la mezcla de solventes y, posteriormente, se sometieron a disrupcion celular con
un agitador magnético durante 1 h para acceder al contenido intracelular. La solucidn resultante
se filtré6 y la fase orgdnica recolectada se evaporé a temperatura ambiente. Los extractos
concentrados se disolvieron en DMSO para obtener una solucidn stock con una concentracién de
100 mg mL. Los extractos obtenidos con DCMO:MeOH se identificaron con la letra “D” a lo largo

del documento (Tabla 1).

6.2.3 Extraccion acetona

Se llevd a cabo una extraccidn con acetona grado de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) (Honeywell Riedel-de Haén, Seelze, Alemania) de acuerdo con la metodologia descrita en

Arredondo-Vega y Voltolina (2017), con el objetivo de extraer los pigmentos fotosintéticos.

Se colocaron para las microalgas 100 mgy para las macroalgas 1 g de biomasa liofilizada en tubos
de vidrio con tapén de rosca y protegidos de la luz, y se les agregd 6 y 15 mL de acetona,
respectivamente. Posteriormente se agitaron en un mezclador vortex (Scientific
Industries/Vortex) durante 10 s. Las microalgas se sonicaron (VWR, modelo 97043-964) por tres
ciclos consecutivos durante 15 min en bafio de hielo con una amplitud de 10%, y se reposaron a

4 °C; para permitir la extraccion total de los pigmentos.

En el caso de las macroalgas se agitaron en un vortex con perlas de vidrio de diferentes tamafios
para provocar la lisis celular en bafio de hielo por 5 ciclos de 10 s. A las 24 h se repitio el proceso

de agitar y sonicar, segun correspondia. Posteriormente, los tubos con las muestras se
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centrifugaron a 2200 x g, por 10 min, a 15 °C, y el sobrenadante se colocé en un tubo de vidrio

protegido por la luz.

A la pastilla celular se le volvid a agregar acetona, repitiéndose los pasos anteriores hasta lograr
la extraccidn total de pigmentos. La solucién resultante se filtré y la fase organica correspondiente
se evaporo a presion reducida en un rotavapor (Laborota 4000-efficient), a 40 °C. Los extractos
concentrados se disolvieron en DMSO para obtener una solucién stock con una concentracién de
100 mg mLL. Los extractos obtenidos con acetona se identificaron con la letra “A” a lo largo del

documento (Tabla 1).

6.3 Evaluacidn de la actividad antioxidante de los extractos de algas marinas
6.3.1 Actividad eliminadora de radicales 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

El método de eliminacion de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) se realizd segun
Brand-Williams et al. (1995) adaptado a microescala con ligeras modificaciones por Pinteus et al.
(2017). Este ensayo mide la capacidad antioxidante de los compuestos para neutralizar los
radicales libres presentes en una solucién de DPPH, cuya reducciéon se manifiesta como una
disminucion en la absorbancia a 517 nm, directamente relacionada con la actividad antioxidante

(Gulcin y Alwasel, 2023).

El radical DPPH se disolvié en etanol absoluto (0.1 mM). En una placa de 96 pozos se colocaron 2
uL de extracto (20 mg mL?) y se afiadieron 198 pL de la solucién de DPPH en cada pozo
(concentracion final por pozo de 0.2 mg mL?). Como control, se utilizé6 una mezcla de 2 pL de
DMSO con 198 L de la solucién de DPPH. Para eliminar el efecto de la coloracién de los extractos
en las lecturas, se incluyd un duplicado de blancos por tratamiento, consistente en 2 uL del

extracto (20 mg mL?) con 198 L de etanol absoluto.



Tabla 1. Abreviatura de especies y extractos.
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Microalgas y macroalgas

Especie Solvente de extraccion Abreviatura
Dunaliella tertiolecta CFMO:MeOH TF
Acetona TA
Chlorella capsulata CFMO:MeOH NF
Acetona NA
Rhodosorus marinus CFMO:MeOH MF
@ Acetona MA
%c': Porphyridium cruentum CFMO:MeOH CF
-§ Acetona CA
Isochrysis galbana CFMO:MeOH GF
Acetona GA
Chaetoceros calcitrans CFMO:MeOH KF
Acetona KA
Alexandrium margalefii CFMO:MeOH LF
Acetona LA
Ulva lactuca CFMO:MeOH UF
DCMO:MeOH ub
Acetona UA
§° Sargassum horridum CFMO:MeOH HF
§ DCMO:MeOH HD
§ Acetona HA
Spyridia sp CFMO:MeOH SF
DCMO:MeOH SD
Acetona SA

CFMO:MeOH: cloroformo:metanol (F), DCMO:MeOH: diclorometano:metanol (D), acetona (A).
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Tras la adicién de la solucién de DPPH en los pozos, las placas se incubaron a temperatura
ambiente en la oscuridad durante 30 min. La absorbancia se midié a 517 nm utilizando un lector
de microplacas multimodo (Synergy H1 BioTek® Instruments) y se compararon los valores contra
el control. El ensayo se realizd como tres experimentos independientes durante tres dias

distintos, y por triplicado en la placa. Las soluciones se prepararon frescas diariamente.

Para el andlisis, se calculd la diferencia entre la absorbancia de los tratamientos y la lectura
promedio de sus respectivos blancos, y los resultados se expresaron como porcentaje del control,

donde el control representa el 100%.

6.3.2 Actividad eliminadora de radicales del anién superéxido (02")

La actividad eliminadora del anién superdxido (O;7) se evaluéd siguiendo la metodologia basada
en el uso del sistema PMS-NADH-NBT que estd compuesto por metosulfato de N-metilfenazina
(PMS), cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) y nicotinamida-adenina-dinucleétido (NADH) de
Nishikimi et al. (1972), con modificaciones. Este método se basa en la generacion de radicales

superéxido mediante la oxidacién de NADH en el sistema PMS-NADH, que son detectadas por la
reduccion del NBT. La disminucién de la absorbancia a 560 nm refleja el consumo de O;" en la

mezcla de reaccién, lo que se interpreta como la actividad antioxidante de los compuestos

evaluados.

En una placa de 96 pocillos, se afiadieron 2.5 plL de extracto (20 mg mL?), seguidos de 82.5 uL de
NBT (0.108 mM), 82.5 uL de NADH (0.557 mM) y, por ultimo, 82.5 uL de PMS (0.450 mM en buffer
Tris-HCI 16 mM, pH 8) para iniciar la reaccion. Como control, se utilizé la solucién compuesta por
NBT, NADH y PMS sin extracto. Para corregir el efecto de la coloracion de los extractos en la
absorbancia, se incluyé un duplicado de blancos por tratamiento, compuesto por 2.5 uL de
extracto (20 mg mL?), 82.5 uL de NBT (0.108 mM), 82.5 pL de NADH (0.557 mM) y 82.5 uL de
buffer Tris-HCI (16 mM, pH 8).
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La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 5 min y la
absorbancia se midié a 560 nm utilizando un lector de microplacas multimodo (Synergy H1,
BioTek® Instruments). Una disminucién de la absorbancia de la mezcla de reaccion en
comparacion con el control indica una mayor actividad eliminadora del aniéon superdxido. El
ensayo se realizd en tres experimentos independientes durante tres dias distintos, y por triplicado

en la placa. Las soluciones se prepararon frescas diariamente.

Se calculd la diferencia entre las absorbancias de los tratamientos y sus respectivos blancos,
expresando los resultados como porcentaje en relacién con el control, donde el control
representa el 100%. Para los extractos que mostraron una actividad antioxidante superior al 50%,
el ensayo se repitid con concentraciones adicionales a 100, 30, 10 y 3 pg mL™?! para determinar la

concentracion efectiva media (ECso).

6.3.3 Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos se evalud siguiendo la metodologia de
Benzie y Strain (1996) con ligeras modificaciones (Silva et al. 2019). Este método se basa en la
capacidad de los antioxidantes para reducir el ion férrico (Fe3*) al estado ferroso (Fe?*) mediante
la donacién de electrones, generando un complejo coloreado con el compuesto 2,4,6-tri(2-

piridil)-s triazina (TPTZ).

El reactivo FRAP se preparé mezclando tampdn acetato (acido acético) 300 mM (pH 3.6), TPTZ en
HCI 10 mM, y cloruro de hierro (lll) (FeCls) 20 mM, en una relacidon 10:1:1 y se incubd a 37 °C hasta
su uso. En una placa de 96 pocillos, se afiadieron 2 pL de extracto (20 mg mL?) y 198 uL de la
solucién de FRAP, por pozo. Como control, se utilizé una mezcla de 2 uL de DMSO con 198 ulL de
la solucién de FRAP. Para corregir la interferencia de la coloracion de los extractos, se incluyé un
duplicado de blancos por tratamiento, consistente en 2 pL del extracto (20 mg mL?) con 198 pL

de tampdn acetato.
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Tras la adicién de la solucién de FRAP, las placas se incubaron a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 30 min. Posteriormente, se midié la absorbancia a 593 nm utilizando un lector
de microplacas multimodo (Synergy H1, BioTek® Instruments). El ensayo se realizd en tres
experimentos independientes durante tres dias distintos, y por triplicado en la placa. Las

soluciones se prepararon frescas diariamente.

Para el analisis, los resultados se obtuvieron calculando la diferencia entre las absorbancias de los
tratamientos y sus respectivos blancos, expresandose como micromoles de FeSO4 por g de
extracto (UM FeSOs g de extracto?). Para estos cdlculos, se realizd una curva estandar con

diluciones conocidas (0,0.4, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mM FeSOa) en cada ensayo.

6.4 Analisis in vitro en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y
6.4.1 Condiciones de cultivo y mantenimiento de células SH-SY5Y

Las actividades bioldgicas de los extractos se evaluaron utilizando un modelo celular in vitro de
neuroblastoma humano (linea celular SH-SY5Y, nimero de cepa ACC 209) adquirido previamente
del biobanco DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Las
células se cultivaron de acuerdo con las instrucciones del proveedor, en el medio DMEM:F12
(Biowest, Riverside, MO, EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (v/v)
(Biowest, Riverside, MO, EE. UU.) y 1% de antibidotico (1% penicilina/estreptomicina/
antimicotico, Sigma, Rehovot, Israel). Las células SH-SY5Y se mantuvieron en atmésfera himeda
con 5% de CO, a 37 °C. Para el subcultivo, las células se disociaron con tripsina-EDTA (Biowest,
Riverside, MO, EE. UU.), se redistribuyeron en una proporcion de 1:3 y se cultivaron nuevamente
en placas de Petri con un area de crecimiento de 25 cm?. El medio de cultivo se reemplazé cada

4 dias hasta que las células alcanzaron la confluencia 6 o 7 dias después de la siembra inicial.

6.4.2 Viabilidad celular de las células SH-SY5Y con los extractos algales

La viabilidad celular refleja la capacidad de las células para mantener su integridad y
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funcionalidad, siendo clave en estudios in vitro para evaluar el impacto de diversas sustancias
(Aslantirk, 2018). En este estudio, se evalud la viabilidad de células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y al 75 — 85% de la confluencia total en placas de 96 pocillos (la confluencia celular es el
porcentaje del area de cultivo cubierta por una capa de células adherentes en crecimiento). Las
células fueron tratadas durante 24 h con los extractos obtenidos de las microalgas y macroalgas
en concentraciones de 200, 100, 30, 10y 3 ug mL* a 37 °C. Estas pruebas permitieron determinar
y seleccionar las muestras y concentraciones no tdxicas para ensayos posteriores. Las diluciones

se prepararon a partir de la solucion stock en medio de cultivo sin FBS.

En cada placa se utilizaron células con DMSO en medio de cultivo sin FBS (vehiculo) y un control
de dafio para validar los resultados (muerte celular; mezcla de saponina a 40 mg mL?) en medio
de cultivo sin FBS). Tanto las muestras como los controles se colocaron por triplicado en la placa,
con un volumen final de 100 uL por pozo. Este ensayo se realizd en tres experimentos
independientes con pasajes celulares distintos, durante tres dias distintos. Las soluciones se

prepararon frescas diariamente, la concentracion final de DMSO por pozo fue de 0.4%.

Los efectos de la exposicidn a los extractos de microalgas y macroalgas sobre la viabilidad celular
de las células SH-SY5Y se evaluaron mediante el ensayo MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio bromuro) segin Amould et al., 1990, con modificaciones (Silva et al., 2019). Este
ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul/morado (formazan), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Transcurridas las 24 h de la
incubacidn con los extractos, las placas se examinaron bajo al microscopio para observar signos

de muerte celular en las células y controles.

Posteriormente, las placas se colocaron en hielo para disminuir el metabolismo celular, y con un
extractor se retird cuidadosamente el contenido de los pozos sin desprender las células. Se realizé

un lavado con buffer de fosfato salino (PBS, pH 7.4) para limpiar a las células de cualquier
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remanente de extractos o medio de cultivo. A continuacién, se afiadieron 100 uL de una solucién
de MTT (0.5 mg mL1) preparada en medio de cultivo sin FBS, se protegieron de la luz con papel
aluminio y se incubaron durante 1:30 h a 37 °C. Finalizado el tiempo de incubacidn, se retiré el
MTT de las placas y se realizé un segundo lavado con PBS. Finalmente, se agregaron 100 plL de
DMSO puro a cada pozo para disolver las membranas y los cristales de formazan, y la absorbancia

se leyd a 570 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje del vehiculo.

6.4.3 Evaluacion del potencial neuroprotector de los extractos algales en células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y

6.4.3.1Viabilidad celular de las células SH-SY5Y con exposicidn a la 6-hidroxidopamina y a los
extractos algales

La actividad neuroprotectora de los extractos algales se evalué en placas de 96 pocillos,
analizando su efecto sobre la viabilidad de las células SH-SY5Y en presencia de 6-hidroxidopamina

(6-OHDA). El ensayo se realizd cuando las células alcanzaron una confluencia cercana al 100%.

Las células se incubaron con las dos concentraciones maximas previamente determinadas como
no toéxicas en ensayos preliminares de viabilidad celular (inciso 6.4.2), en presencia de 6-OHDA
(100 uM), disuelta en medio de cultivo sin FBS durante 24 h. Por cada tratamiento, se prepararon
dos pozos: en uno, las células SH-SY5Y fueron tratadas con el extracto a la concentracién
correspondiente preparada en medio de cultivo sin FBS (control de cada tratamiento). En el otro,
las células se expusieron al extracto con la misma concentracidon en presencia de 6-OHDA
(tratamiento). Adicionalmente, en cada placa se incluyeron: células expuestas Unicamente con
medio de cultivo de cultivo sin FBS (vehiculo), y células tratadas unicamente con 6-OHDA (100

1M) (control de dafio). Cada control y tratamiento se colocaron por triplicado en cada placa.

El volumen final por pozo fue de 200 uL, con una concentracién final de DMSO de 0.4%. Este
ensayo se realizd en tres experimentos independientes con pasajes celulares distintos, durante
tres dias distintos. Debido a la sensibilidad a la luz de la 6-OHDA, todo el procedimiento se llevd
a cabo en condiciones de oscuridad, protegiendo las placas con papel aluminio durante la

incubacion.
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Transcurridas las 24 h de incubacion de los extractos en presencia/ausencia de la 6-OHDA, se
colocaron las placas en el microscopio para observar posibles eventos de muerte celular en las
células tratadas y en los controles. La actividad neuroprotectora se determind mediante un
ensayo de viabilidad celular utilizando la metodologia de MTT Amould et al. (1990), modificado
por Silva et al. (2019). Para ello, las placas se colocaron en hielo para reducir el metabolismo
celular, y el contenido de los pozos fue cuidadosamente retirado con un extractor para evitar el
desprendimiento de las células. Posteriormente, se realizd6 un lavado con PBS (pH 7.4) para
eliminar residuos. A continuacién, se afiadieron 100 pL de una solucién de MTT (0.5 mg mL?)
preparada en medio de cultivo sin FBS y las placas fueron nuevamente protegidas de la luz con

papel aluminio e incubadas durante 1:30 h a 37 °C.

Finalizada la incubacion con MTT, se retird la solucién de los pozos y se agregaron 100 uL de
DMSO puro para solubilizar los cristales formados. La absorbancia se leyé a 570 nm en un lector
multiplaca multimodo (Synergy H1, BioTek® Instruments), y los resultados se expresaron como
porcentaje del control de cada tratamiento (1) y se compararon con el vehiculo (100% de

viabilidad).

Absorbancia tratamiento

Vlabllldad(% del control) — x100 (1)

Absorbancia control de cada tratamiento

6.4.4 Mecanismos de neuroproteccion
6.4.4.1 Estrés oxidativo
6.4.4.1.1 Determinacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los niveles de ERO se determinaron utilizando la fluorosonda sensible a la oxidacidn diacetato de
5(6)-carboxi-20,70-diclorofluoresceina (CM-H,DCFDA) segun Quazia et al. (2014) con
modificaciones. La CM-H;DCFDA es una molécula no fluorescente que gracias a su estructura
hidrofdobica puede atravesar la membrana celular. Una vez dentro de la célula, las esterasas

intracelulares eliminan los grupos diacetato, lo que convierte la molécula en carboxi-H,DCF, que
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es una forma ligeramente hidrofilica, pero aun no fluorescente. Esta nueva molécula se oxida en
presencia de ERO, convirtiéndose en carboxi-diclorofluoresceina (DCF), una molécula altamente
fluorescente. La fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de ERO presentes en la célula,

lo que permite cuantificar los niveles de estrés oxidativo.

Para el experimento, las células SH-SY5Y fueron sembradas en placas blancas de 96 pozos y
expuestas a 6-OHDA (100 uM) en presencia/ausencia de los extractos con actividad
neuroprotectora durante 6 h (tratamientos). Ademas, las células se incubaron solo con medio de
cultivo sin FBS (vehiculo); células con los extractos sin 6-OHDA (control de cada tratamiento);
células solamente expuestas a 6-OHDA (control de dafio); células expuestas a Vitamina E (25 uM,
control positivo); y células expuestas a perdoxido de hidrégeno H;0; (150 uM, control de estrés
oxidativo). Transcurrido el tiempo de incubacidn, las células se lavaron dos veces con medio de
cultivo sin FBS y se incubaron durante 1 h a 37 °C con 100 L de la sonda CM-H,DCFDA (20 uM)

preparada con medio de cultivo sin FBS.

Concluido el tiempo de incubacidn, las células se lavaron con PBS y se incubaron nuevamente por
30 min con 100 pL de PBS. El volumen final por pozo fue de 200 pL, con una concentracion final
de DMSO por pozo de 0.4%. Este ensayo se realizé como tres experimentos independientes con
pasajes celulares distintos, durante tres dias distintos. Debido a la sensibilidad a la luz de la 6-
OHDA, todo el procedimiento se llevd a cabo en condiciones de oscuridad, protegiendo las placas

con papel aluminio durante la incubacioén.

Al finalizar el tiempo de incubacién, se midid de la fluorescencia en un lector de multiplacas
multimodo (Synergy H1, BioTek® Instruments) (A excitacidon: 527 nm; A emisién: 495 nm). Los
resultados se expresaron como porcentaje del control de cada tratamiento (2) y se compararon

con el vehiculo.

Absorbancia tratamiento

Produccion de ERO (o, gei contror) = x100 (2)

Absorbancia control de cada tratamiento
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6.4.4.1.2 Cuantificacion del peréxido de hidrégeno (H20>)

Se cuantificé el peréxido de hidrégeno (H,02) con el kit de “Amplex™ Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay", siguiendo la metodologia de Silva et al. (2018). El rojo Amplex (10-
acetil-3,7-dihidroxifenoxazina) es un fluoréforo caracterizado por una fluorescencia basal baja,
que reacciona especificamente con el H,O; en una proporcién de 1:1. Esta reaccién, catalizada
por la peroxidasa de rabano picante (HRP), da lugar a reacciones sucesivas que conducen a la
formaciéon de un producto altamente fluorescente, denominado resofurina (Mohanty et al,,

1997).

La produccion de H,0; fue evaluada en células SH-SY5Y tratadas en presencia/ausencia de los
extractos con actividad neuroprotectora durante 1 h previa a la exposicion a 6-OHDA (100 uM).
Para el experimento, las células SH-SY5Y fueron sembradas en placas blancas de 96 pozos y
expuestas a 6-OHDA (100 puM) en presencia/ausencia de los extractos con actividad
neuroprotectora (tratamientos). Ademas, las células se incubaron solo con medio de cultivo sin
FBS (vehiculo); células con los extractos sin 6-OHDA (control de cada tratamiento); células
solamente expuestas a 6-OHDA (control de dafio); y células expuestas a Vitamina E (25 uM,

control positivo).

La variacién de la produccion de H,0; se monitored en tiempo real durante 30 min a temperatura
ambiente. El volumen final por pozo fue de 200 pL, con una concentracion final de DMSO por
pozo de 0.4%. Este ensayo se realiz6 como tres experimentos independientes con pasajes
celulares distintos, durante tres dias distintos. Debido a la sensibilidad a la luz de la 6-OHDA, todo
el procedimiento se llevd a cabo en condiciones de oscuridad, protegiendo las placas con papel
aluminio durante la incubacién. La intensidad de la fluorescencia se midié en un lector de
multiplacas multimodo (Synergy H1, BioTek® Instruments) (A excitacién: 590 nm; A emisién: 530
nm). Los resultados se expresaron como porcentaje del control de cada tratamiento (3) y se

compararon con el vehiculo.
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_ A Absorbancia tratamiento
% del control) ~ A Absorbancia control de cada tratamiento

Produccién de H,0; x100 (3)

6.4.4.2 Disfuncion mitocondrial
6.4.4.2.1 Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

El analisis del potencial de membrana mitocondrial (PMM) se realizé utilizando el tinte
fluorescente JC-1 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) segun Silva et al. (2018). El tinte JC-1 es
un compuesto lipofilico que puede travesar facilmente la membrana celular y entrar en las

mitocondrias.

Cuando el PMM es alto (AWm elevado), JC-1 se acumula dentro de las mitocondrias y forma
agregados. Estos agregados emiten fluorescencia en el rango rojo (alrededor de 590 nm). Sin
embargo, cuando el PMM disminuye (AWYm bajo), JC-1 no se acumula en forma de agregados, sino
gue permanece como monémeros dispersos en la matriz mitocondrial. Estos mondmeros emiten
fluorescencia en el rango verde (alrededor de 529 nm). La relacion de la fluorescencia roja
respecto a la fluorescencia verde se utiliza para medir el PMM, de esta forma, un radio entre
agregados/mondmeros con AWm alto indica una alta fluorescencia roja y una baja fluorescencia
verde significando una hiperpolarizacidon. Por el contrario, un AWm bajo, indica una
despolarizacién. En ambos casos corresponde a una disfuncién mitocondrial que puede

desencadenar a una muerte celular por apoptosis.

En este ensayo, las células SH-SY5Y fueron sembradas en placas blancas de 96 pozos y expuestas
a 6-OHDA (100 uM) en presencia/ausencia de los extractos con actividad neuroprotectora
durante 6 h (tratamientos). Ademas, las células se incubaron solo con medio de cultivo sin FBS
(vehiculo); células con los extractos sin 6-OHDA (control de cada tratamiento); células solamente
expuestas a 6-OHDA (control de dafio); células expuestas a Vitamina E (25 uM, control positivo);

y células expuestas a peréxido de hidrégeno H,0; (150 uM, control de estrés oxidativo).
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Tras la incubacion, las placas se colocaron en hielo para disminuir el metabolismo celular, se
lavaron con PBS y se incubaron con solucién JC-1 (3 uM) durante 15 minutos, a 37 °C en la
oscuridad. Posteriormente, el colorante JC-1 fue retirado y se aifladieron 100 uL PBS a cada pozo.
El volumen final por pozo fue de 200 uL, con una concentracién final de DMSO por pozo de 0.4%.
Este ensayo se realizd como tres experimentos independientes con pasajes celulares distintos,
durante tres dias distintos. Debido a la sensibilidad a la luz de la 6-OHDA, todo el procedimiento
se llevd a cabo en condiciones de oscuridad, protegiendo las placas con papel aluminio durante

la incubacion.

La fluorescencia se midid utilizando un lector de multiplacas multimodo (Synergy H1, BioTek®
Instruments), a longitudes de onda correspondientes de agregados (A excitacion: 490 nm; A
emision: 590 nm) y mondmeros (A excitaciéon: 590 nm; A emisiéon: 530 nm) simultdneamente
durante 30 min. Los resultados se calcularon como la relaciéon entre mondmeros y agregados de

JC-1, y se expresan en porcentaje de control (4) y se compararon con el vehiculo.

Radio™220Tmer08% 4o JC—1 (tratamiento)

dos
PMM = s x100 4
(% del control) RadioR2lomeros ; JC—1 (vehiculo) ( )

agregados

6.4.4.3 Apoptosis
6.4.4.3.1 Caspasa 3

La actividad de caspasa-3 se evalud utilizando el “Caspase-3 Activity Fluorimetric kit” de Sigma,
siguiendo la metodologia de Silva et al. (2018). Este kit mide la actividad enzimatica especifica de
la caspasa-3 mediante un sustrato peptidico especifico conjugado a un grupo cromdégeno o
fluorescente. En presencia de caspasa-3 activa, el sustrato es escindido, liberando el grupo
detectable cuya seiial ser cuantificada mediante espectrofotometria. La intensidad de la sefial es
directamente proporcional a la actividad de caspasa-3 en la muestra, lo que permite una medicion

precisa de esta enzima, que es un marcador clave en el proceso de apoptosis.
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En este ensayo, la actividad de caspasa-3 se determiné midiendo la fluorescencia liberada por el
fluoréforo rodamina 110. En su forma conjugada con aminodcidos, la rodamina 110 presenta
fluorescencia basal, pero al ser liberada por accidon de la caspasa-3, adquiere una formacion
altamente fluorescente. La caspasa-3 escinde especificamente el enlace entre la rodamina y los

aminodcidos en el sustrato, generando como producto la forma fluorescente de rodamina 110.

Para este analisis, las células SH-SY5Y se cultivaron en placas de 6 pocillos y fueron expuestas a 6-
OHDA (100 uM) en presencia/ausencia de los extractos con actividad neuroprotectora durante 6
h (tratamientos). Ademas, las células se incubaron solo con medio de cultivo sin FBS (vehiculo);
células con los extractos sin 6-OHDA (control de cada tratamiento); células solamente expuestas
a 6-OHDA (control de dano); y células expuestas a Vitamina E (25 uM, control positivo). El

volumen final por pozo fue de 1 mL, con una concentracion final de DMSO por pozo de 0.4%.

Transcurrido el tiempo de incubacién, el sobrenadante de cada pozo se recolecté en microtubos
de 1.5 mLy se centrifugd a 200 x g durante 5 min a 4 °C, descartando el sobrenadante resultante
para recuperar las células que estuvieran en suspensiéon. Mientras, las células que aun estaban
adheridas a la placa se lavaron y se disgregaron mecanicamente con PBS, y se transfirieron a su
respectivo microtubo. Finalmente separar a las células del PBS por centrifugacién (200 x g 10 min,

4 °C).

Los sedimentos celulares se resuspendieron en 50 pL de tampdn de lisis 1x y se incubaron durante
20 min en hielo. Para separar el contenido de los organelos citoplasmaticos intracelulares y las
membranas celulares, las muestras se centrifugaron a 22,500 x g durante 20 min a 4 °C. El
sobrenadante resultante de cada tratamiento se transfirié a microtubos nuevos y se almacenaron

a -80 °C hasta su uso.

Para la medicidn de la actividad enzimatica, se colocaron 5 L del sobrenadante en una placa de

96 pocillos y se anadieron 100 pL de una solucion de sustrato que se prepard siguiendo las
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instrucciones del fabricante. La fluorescencia de la rodamina 110 se midid en un lector de placas,
registrando longitudes de onda (A excitacion: 496 nm; A emisién: 520 nm) durante 60 min a
temperatura ambiente. La actividad de caspasa-3 se calculd a partir de la pendiente de la fase
lineal de la fluorescencia resultante de la acumulacion de rodamina 110 y se expresé en unidades
de fluorescencia arbitrarias por mg de proteina por minuto (A fluorescencia (u.a.) mg de proteina
I min). Este ensayo se realizd en tres experimentos independientes con pasajes celulares
distintos, durante tres dias distintos. Debido a la sensibilidad a la luz de la 6-OHDA, todo el
procedimiento se llevé a cabo en condiciones de oscuridad, protegiendo las placas con papel

aluminio durante la incubacion.

Para expresar los resultados por mg de proteinas, se utilizé el método de Bradford (Bradford,
1976) en el cual se cuantificé la cantidad de proteinas presentes en cada tratamiento a partir del
sobrenadante obtenido previamente, mediante una curva estandar de la proteina
gammaglobulina con diluciones conocidas (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 mg mL?). En una placa de 96 pozos,
se colocaron 10 pL de cada dilucion, asi como de las muestras de cada tratamiento y control por
triplicado. A continuacidn, se anadieron 290 ulL de reactivo de Bradford 1x a cada pozo y se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 595 nm vy se
construyd la curva estandar, la cual permitié calcular la cantidad de proteina presente en cada

tratamiento.

6.5 Caracterizacion quimica de los extractos neuroprotectores
6.5.1 Deteccion quimica mediante Resonancia Magnética Nuclear de protéon ("H RMN)

La RMN de protones es una técnica analitica basada en la propiedad de resonancia magnética de
los nucleos de hidrégeno (protones) cuando se encuentran en un campo magnético externo. Esta
técnica explora la alineacion de los protones de los nucleos de hidrégeno en dos estados de
energia: uno paralelo y otro antiparalelo al campo magnético aplicado. Al aplicar una radiacién
electromagnética de frecuencia especifica (resonancia), los protones absorben energia y cambian

de estado. Posteriormente, al volver a su estado original, emiten sefales de radiofrecuencia que
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son detectadas y procesadas para obtener espectros de RMN (Tampieri et al., 2021). Para analizar
los espectros obtenidos, se consideran las regiones especificas de desplazamientos quimicos
caracteristicos de distintos grupos funcionales, como protones aromaticos, alifaticos, oxigenados,

y aquellos asociados a heteroatomos.

Para este ensayo, los extractos que presentaron actividad neuroprotectora se analizaron
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén ('H RMN) en un
espectrometro Bruker AMX400 (400.13 MHz). Para este analisis, aproximadamente 5 mg de cada
muestra (a partir de los extractos concentrados obtenidos en el inciso 6.2.1 y 6.2.2, sin disolver
en DMSO) se disolvieron en 0.5 mL de metanol deuterado (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)
y los espectros se adquirieron a 25 °C. Los desplazamientos quimicos (6) se expresan en partes

por millén (ppm) y se referenciaron en funcién de la sefial residual del disolvente (6H = 4.89).

6.5.2 Cuantificacion de acidos grasos por Cromatografia de Gases-Espectrofotometria de
Masas (GC-MS).

El perfil de acidos grasos de las algas con actividad neuroprotectora se analizd mediante
cromatografia de gases siguiendo las condiciones descritas por Neves et al. (2021). Los ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME) se obtuvieron mediante transmetilacion directa de muestras
liofilizadas como lo describen Fernandez et al. (2015) con pocas modificaciones. En tubos de vidrio
con tapa de rosca, las muestras liofilizadas (50 mg) se mezclaron con 2 mL de H;S04 (2%, v/v) en
metanol y se calentaron durante 2 h a 80 °C. Después de enfriar, se agregaron a cada tubo 1 mL
de agua MilliQy 2 mL de n-hexano. Luego, las muestras se agitaron con vértex durante 1 miny se
centrifugaron (Eppendorf, Centrifuge 5810 R) a 123 g durante 5 min. Los andlisis se llevaron a
cabo en un cromatdgrafo de gases Finnigan Ultra Trace, equipado con una columna capilar
Thermo Tr-FAME (60 m x 0.25 mm ID, espesor de pelicula de 0.25 um); un muestreador
automatico AS 3000 de Thermo Electron Corporation y un detector de ionizacion de llama (FID).
Las temperaturas del detector y del inyector (splitless) fueron 280 °Cy 250 °C, respectivamente.
La temperatura del horno se fijé en 100 °C durante 1 min, seguido de un aumento de 10 °C min

hasta 150 °C (manteniéndose durante 1 min), un segundo aumento de 5 °C min! hasta 200 °C
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(durante 9 min) y un tercer aumento de 2 °C min! hasta 235 °C (durante 5 min). Se utilizd helio
como gas portador a un flujo constante de 1.2 mL min. Se suministraron aire e hidrégeno al
detector a caudales de 350 mL min? y 35 mL min, respectivamente. Los acidos grasos se
identificaron comparando su tiempo de retencidn con los de las mezclas estandar Supelco 37. Los

resultados se expresaron como porcentaje de acidos grasos totales (% de AG totales).

6.6 Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad v10.2.3 (Graphpad Software, Inc.
La Jolla, CA, EE. UU.). Se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) con una prueba a
posteriori de pareado de Tukey para encontrar diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos. Se verificé la normalidad y la homocedasticidad de todos los datos con pruebas de
Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos (p > 0.05). Las comparaciones de variables
gue no cumplian los supuestos de varianza o distribucion se llevaron a cabo con pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis. Cuando corresponde, los resultados se presentan como media +
error estandar de la media. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas al nivel
de 0.05 (p < 0.05). Las diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos se
representan con letras. La determinacion de ECso/ICsp se calculéd mediante el analisis de regresién
no lineal utilizando el software GraphPad Prism con la Ecuaciéon 6 (donde la X es la variable

independiente (concentracién del extrcato) y la Y es el porcentaje del efecto observado).

Para analizar el perfil de acidos grasos las diferencias en las concentraciones de acidos grasos
entre las especies de algas que mostraron actividad neuroprotectora, se utilizé un modelo de
regresion Gamma. La variable dependiente fue la concentracién de acidos grasos, una medida
continua y positiva. Dado que la distribucion Gamma es adecuada para datos estrictamente

mayores que cero y sesgados hacia la izquierda, se selecciond este modelo como el mas
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apropiado. Se filtraron los datos para excluir las observaciones con concentraciones iguales a

cero, asegurando que el modelo se ajustara a las caracteristicas de los datos.

El modelo se ajusté mediante regresion, utilizando la especie de alga como variable explicativa
para evaluar su efecto sobre la concentracién de cada grupo de acidos grasos. Para cada grupo
de acidos grasos, se calcularon los coeficientes de regresidon y los p-valores asociados, lo que
permitiéo determinar si las diferencias entre las especies eran estadisticamente significativas. El
nivel de significancia se interpreté utilizando la convencién de p < 0.05 para valores significativos,

con el apoyo de simbolos gréficos (, *, *), segun corresponda.
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7. RESULTADOS
7.1 Actividad antioxidante de los extractos de algas

En las Fig. 7, 8 y 9, y Anexo C se muestra la actividad antioxidante de los extractos de microalgas

y macroalgas evaluados mediante los ensayos DPPH, O2" y FRAP.

Los valores porcentuales mas altos de las pruebas de DPPH y Oz " reflejan una menor capacidad
para neutralizar determinados radicales libres, en comparacion con otros extractos. En el ensayo
DPPH (Fig. 7, Anexo C), que evalula la capacidad de los extractos para eliminar radicales libres, los
extractos de C. capsulata (NA: 71.48% + 2.49 y NF: 89.98% + 4.20) presentaron los valores mas
bajos entre las microalgas, lo que indica una mayor capacidad para eliminar radicales DPPH y, por
tanto, una mayor actividad antioxidante. En contraste, los extractos de C. calcitrans (KA: 106.3%

1+ 0.92) y I. galbana (GA: 108.4% + 0.73) registraron los valores mas altos (Fig. 7a).

En el caso de las macroalgas (Fig. 7b), los extractos probados mostraron valores similares, con el
extracto con mayor actividad antioxidante el de S. horridum (HA: 99.06% + 1.74), y que el menos

activo correspondio a U. lactuca (UD: 105.0% + 0.94).

En el ensayo de O> " (Fig. 8 y Anexo C) que evalua la capacidad de eliminacién de radicales
superoxido, los extractos de microalgas con mayor actividad fueron de P. cruentum (CA: 22.88%
+ 1.81 (ECs0: 41.26)) y A. margalefii (LA: 40.82% + 1.33 (ECsp: 169.10)) presentando los valores de
porcentaje mas bajos, destacandose como los mas efectivos en la eliminacién de radicales
superoxido, y una alta actividad antioxidante. En contraste, los extractos de I. galbana (GF:
92.28% +0.49) y P. cruentum (CF: 91.07% + 2.18) mostraron una menor actividad antioxidante en
comparacion con otros extractos. En las macroalgas, los extractos mas activos fueron Spyridia sp
(SA) y S. horridum (HA), con valores de 47.67% + 0.50 (ECso > 200) y 59.05% + 1.02 (ECso > 200),
respectivamente. Mientras que los menos activos fueron de U. lactuca (UD) y S. horridum (HD),

con valores de 98.10% + 0.34 y 97.90% + 0.41, respectivamente.
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La prueba FRAP, que mide la capacidad antioxidante como micromoles de FeSO,4 por gramo de
extracto (UM FeSO,4 g™'), evalta la eficiencia del extracto para reducir iones férricos (Fe3*) a
ferrosos (Fe?*). En el ensayo FRAP (Fig. 9, Anexo C), los extractos de microalgas con mayor
actividad antioxidante fueron P. cruentum (CA: 231.40 + 7.17 uM FeSO4 g de extracto) y C.
capsulata (NF: 199.50 + 23.35 uM FeSO4 g! de extracto). En contraste, los extractos con menor
actividad fueron R. marinus (MA: 19.42 + 1.95 uM FeSO4 g* de extracto) y R. marinus (MF: 43.63
+13.47 uM FeSO4 g* de extracto) (Fig. 9a).

Para las macroalgas (Fig. 9b) los extractos mas activos correspondieron a U. lactuca (UA: 166.20
+ 7.29 uM FeSO4 g de extracto) y S. horridum (HA: 162.90 + 6.79 uM FeSO4 g* de extracto),
mientras que los menos activos fueron Spyridia sp (SD: 10.10 *+ 2.84 uM FeSO4 g* de extracto) y
S. horridum (HD: 12.69 + 2.68 uM FeSO4 g de extracto).

7.2 Viabilidad celular de las células SH-SY5Y expuestas a los extractos de algas

Se evalué la viabilidad celular de las células SH-SY5Y con los extractos obtenidos de las algas
mediante el método de MTT en células SH-SY5Y a distintas concentraciones (Fig. 10, Anexo D). A
una concentracion de 200 pg mL?, todos los extractos de las microalgas disminuyeron
significativamente la viabilidad de las células SH-SH5Y cuando se compararon con el vehiculo, a
excepcion de los extractos de P. cruentum (CF) y C. calcitrans (KF) (107.9 £ 4.20 y 84.96 + 4.20%
de células viables, respectivamente), que no mostraron diferencias significativas con el vehiculo,
por lo tanto, ambos extractos fueron los Unicos que no afectaron la viabilidad celular a 200 pg mL

1 (Fig. 10a).

Con respecto a las macroalgas (Fig. 10b), los extractos UA (46.89 + 0.67% de células viables), HF
(70.27 + 5.54% de células viables), HA (35.78 + 1.53% de células viables) y SA (46.96 + 0.66% de
células viables) redujeron la viabilidad de las células SH-SY5Y significativamente cuando se
compararon con el vehiculo. Por el contrario, los extractos UF, UD, HD, SF y SD no presentaron
diferencias estadisticas con el vehiculo (101.7 £ 5.81; 114.0 £ 6.10; 86.63 + 4.27; 108.2 + 4.33 y

106.2 + 4.69% de células viables, respectivamente).
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Figura 7. Actividad antioxidante por actividad eliminadora del radical DPPH de los extractos de a) microalgas y b) macroalgas, a una
concentracion de 200 pg mL. Dunaliella tertiolecta (T), Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C),
Isochrysis galbana (G), Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum horridum (H), Spyridia sp. (S). Los
sufijos en las abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente orgdnico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH, F), diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D) y acetona (A). Los resultados se expresan como % de reduccién del DPPH en
relacion al control. Los valores en cada columna representan el promedio + el error estandar de tres experimentos independientes. Letras
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distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos y el control (ANOVA, p < 0.05).
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Figura 8. Actividad antioxidante por actividad eliminadora del anién superédxido de los extractos de a) microalgas y b) macroalgas, a una
concentracion de 200 pg mL. Dunaliella tertiolecta (T), Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C),
Isochrysis galbana (G), Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum horridum (H), Spyridia sp. (S). Los
sufijos en las abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente organico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH, F), diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D) y acetona (A). Los resultados se expresan como% de reduccién del NBT en
relacion al control. Los valores en cada columna representan el promedio + el error estandar de tres experimentos independientes. Letras
distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos y el control (ANOVA, p < 0.05).
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Figura 9. Actividad antioxidante por el método de FRAP de los extractos de a) microalgas y b) macroalgas, a una concentracion de 200 pg
mLL. Dunaliella tertiolecta (T), Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C), Isochrysis galbana (G),
Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum horridum (H), Spyridia sp. (S). Los sufijos en las
abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente orgdnico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol (CFMO:MeOH,
F), diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D) y acetona (A). Los resultados se expresan como uM FeSO4 gt de extracto. Los valores en cada
columna representan el promedio * el error estdndar de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos y el control (ANOVA, p < 0.05).
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Figura 10. Viabilidad celular de las células SH-SY5Y expuestas a los extractos de a) microalgas y b) macroalgas, a una concentracién de 200
ug mL™L. Vehiculo (VH), Dunaliella tertiolecta (T), Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C), Isochrysis
galbana (G), Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum horridum (H), Spyridia sp. (S). Los sufijos en
las abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente orgdnico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH, F), diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D) y acetona (A). Los valores en cada columna representan el promedio + el error
estdndar de tres experimentos independientes por triplicado. Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos y el vehiculo (ANOVA, p < 0.05).
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Para los extractos de microalgas y macroalgas que disminuyeron la viabilidad de las células SH-
SY5Y significativamente a 200 pug mL?, se evalud la viabilidad celular con las concentraciones 100,

30, 10y 3 ug mL* (Fig. 11, Anexo D).

Las células SH-SY5Y mostraron una viabilidad celular igual a la del vehiculo tras la exposicion con
el extracto MF a la concentracion de 100 pg mL? (104.0 + 3.97% de células viables) (Fig. 11c), y lo
mismo se muestra con los extractos a la concentracion de 30 ug mL?! de D. tertiolecta (TF, Fig.
11a), C. capsulata (NF, Fig. 12b), R. marinus (MA, Fig. 11c), P. cruentum (CF, Fig. 11d), I. galbana
(GF, Fig. 11e) y C. calcitrans (KF, Fig. 11f). Para los extractos de D. tertiolecta (TA, Fig. 11a), C.
capsulata (NA, Fig. 11b), P. cruentum (CA, Fig. 11d), I. galbana (GA, Fig. 11e) y C. calcitrans (KA,
Fig. 11f) el menor impacto sobre la viabilidad celular se alcanzé a la concentracién de 10 pg mL™.
Sin embargo, con los extractos de A. margalefii la viabilidad celular se vio comprometida hasta la
concentracién minima analizada de 3 pg mL?%, a la cual, el extracto LA no redujo la viabilidad
celular. Para los extractos LF y LA, se analizé una concentracion adicional de 1 pug mL?, a la cual
ambos demostraron no ser citotéxicos para las células SH-SY5Y (LF 1 pg mL?; 110.3 + 2.96% de

células viables y LA 1 ug mL?; 114.1 £ 7.02% de células viables) (Fig. 11g).

En cuanto a la exposicién con los extractos de macroalgas, las células SH-SY5Y mostraron una
viabilidad celular como la del vehiculo tras su exposicién con los extractos de U. lactuca (UA, Fig.
11h) y S. horridum (HF, Fig. 11i) a la concentracién de 30 ug mL™. Asi mismo, para los extractos
de S. horridum (HA, Fig. 11i) y Spyridia sp. (SA, Fig. 11j) el mayor porcentaje de viabilidad celular

se alcanzé a la concentracién de 10 pg mL™.
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Figura 11. Viabilidad celular de células SH-SY5Y expuesta a distintas concentraciones de los extractos de las microalgas a) Dunaliella
tertiolecta (T) b) Chlorella capsulata (N), ) Rhodosorus marinus (M), d) Porphyridium cruentum (C), e) Isochrysis galbana (G), f) Chaetoceros
calcitrans (K), g) Alexandrium margalefii (L), y de las macroalgas h) Ulva lactuca (U), i) Sargassum horridum (H) y j) Spyridia sp. (S). Los sufijos
en las abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente organico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH, F), diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D) y acetona (A). VH: vehiculo. Los valores en cada columna representan el
promedio * el error estandar de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos y el vehiculo (ANOVA, p < 0.05).
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7.3 Actividad neuroprotectora en células SH-SY5Y

Se evalud la actividad neuroprotectora de las concentraciones de los extractos mas altas no
toxicas en la viabilidad celular de las células SH-SY5Y determinadas durante el experimento
anterior (Fig. 10 y 11) contra el efecto de la 6-OHDA (100 uM) (Fig. 12). En la Fig. 12, la primera
barra corresponde al vehiculo que representa el 100% de la viabilidad celular. En todos los
graficos de la Fig. 12 también se muestra la exposicion a la 6-OHDA sobre las células SH-SY5Y y se

observa como este compuesto reduce la viabilidad en un 40%.

En contraste, se observa el efecto del tratamiento con los extractos de CFMO:MeOH en las Fig.
12a y 12b (microalgas y macroalgas, respectivamente), donde Unicamente el extracto de D.
tertiolecta (TF, 30 pg mL?) redujo la neurotoxicidad inducida por el efecto de la 6-OHDA,
aumentando la viabilidad de las células en un ~20%. Por su parte, de los resultados obtenidos con
el tratamiento de los extractos de DCMO:MeOH (Fig. 12c) se destaca la actividad del extracto de

U. lactuca (UD, 200 pg mL?) al aumentar la viabilidad celular en un ~15%.

Las Fig. 12d y 12e (microalgas y macroalgas, respectivamente) corresponden al tratamiento con
los extractos de acetona, donde el extracto de U. lactuca (UA, 30 pg mL?) disminuyd la
neurotoxicidad inducida, manteniendo la viabilidad celular en un 100%. El resto de extractos y

concentraciones no mostraron actividad neuroprotectora.
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Figura 12. Actividad neuroprotectora de los extractos de a) microalgas en cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH), b) macroalgas en cloroformo:metanol (CFMO:MeOH), c) macroalgas en
diclorometano:metanol (DCMO:MeOH), d) macroalgas en acetona (A) y ) macroalgas en acetona
(A), en células SH-SY5Y incubadas con 6-OHDA (100 uM, 24 h). VH: vehiculo, Dunaliella tertiolecta
(T), Chlorella capsulata (N), Rhodosorus marinus (M), Porphyridium cruentum (C), Isochrysis
galbana (G), Chaetoceros calcitrans (K), Alexandrium margalefii (L), Ulva lactuca (U), Sargassum
horridum (H), Spyridia sp. (S). Los valores en cada columna representan el promedio * el error
estandar de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos y el vehiculo (ANOVA, p < 0.05).

7.4 Mecanismos de neuroproteccion

Para determinar de qué manera los extractos de D. tertiolecta (TF, 30 ug mL?) y U. lactuca (UD,
200 pg mL?) estaban protegiendo a las células SH-SY5Y de la neurotoxicidad inducida por la 6-
OHDA actuando sobre la viabilidad celular, se llevaron a cabo diferentes analisis in vitro para
evaluar las vias relacionadas con los efectos de estrés oxidativo (produccion de ERO (Fig. 13) y
cuantificacion de H,0; (Fig. 14), disfuncidn mitocondrial (PMM) (Fig. 15), y apoptosis (actividad
de la caspasa-3) (Fig. 16) en células SH-SY5Y tratadas con 6-OHDA en presencia y ausencia de los

extractos.
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La Fig. 13 muestra la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ERO) en células SH-SY5Y
tratadas con la neurotoxina 6-OHDA (100 uM) durante 6 h, en presencia y ausencia de los
extractos de D. tertiolecta (TF, 30 ug mL?) y U. lactuca (UD, 200 pg mL?). La incubacion con 6-
OHDA (136.7% +9.98, p <0.01) provocé un aumento significativo en la produccién de ERO (36.87%
en comparacion con el vehiculo), ademas, este mismo efecto se observa cuando las células fueron
tratadas con H;0; (145.50% + 15.42, p <0.01), lo que indica un alto nivel de estrés oxidativo en
las células. En contraste, la vitamina E disminuyé el 80.05% de la cantidad de ERO (56.62% + 4.01,
p <0.01) producido tras la exposicion a la 6-OHDA, mismo efecto que se observa tras el
tratamiento con los extractos de D. tertiolecta (TF, 50.07% + 4.42, p <0.01) y U. lactuca (UD,
58.70% + 4.42, p <0.01).

Por otra parte, en la Fig. 14 se muestran los niveles de produccion de H,0, en células SH-SY5Y
tratadas con la neurotoxina 6-OHDA (100 uM) durante 6 h, en presencia y ausencia de los
extractos de D. tertiolecta (TF, 30 pug mL) y U. lactuca (UD, 200 pg mL™?). El tratamiento con 6-
OHDA (163.30% + 9.10, p <0.01) incrementd 63.26% la produccidon de H,O, en comparacién con
el vehiculo, lo que indica un alto nivel de estrés oxidativo en las células tras la exposicion al
neurotoxico. Por el contrario, las células tratadas con vitamina E mantuvieron el nivel de H,0,
igual que el vehiculo (82.81% + 15.89, p <0.01). No obstante, las células tratadas con los extractos
TF (183.10% + 10.63, p <0.01) y UD (183.20% + 15.00, p <0.01) exhibieron un aumento en los

niveles de H,0, de 83.08% y 86.20%, respectivamente, igual que el observado con la neurotoxina.
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Figura 13. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en células SH-SY5Y después de
incubarse con 6-hidroxidopamina (100 uM, 6 h) en la ausencia y presencia de los extractos de
Dunaliella tertiolecta (TF, 30 ug mL?) y de Ulva lactuca (UD, 200 pg mL1). Los sufijos en las
abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente orgdnico utilizado para obtener el
extracto: cloroformo:metanol (CFMO:MeOH, F) y diclorometano:metanol (DCMO:MeOQOH, D). VH:
vehiculo, Vit. E: vitamina E (25 uM), perdxido de hidrégeno: (H,0,, 100 uM), 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina. Los valores en cada columna representan el promedio * el error estandar de
tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos y el vehiculo (ANOVA, p < 0.05).

La Fig. 15 muestra los efectos de los extractos de D. tertiolecta (TF, 30 pg mL?) y U. lactuca (UD,
200 pg mL?) sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en células SH-SY5Y tratadas
con 6-OHDA (100 uM) durante 6 h. El tratamiento con 6-OHDA aumentd significativamente la
proporcion de mondémeros/agregados (257.80% + 16.86, p <0.01), lo que indica alteraciones en
el PMM, es decir, disfuncion mitocondrial. No obstante, ambos extractos de algas lograron
disminuir este aumento en la proporcién de mondémeros/agregados provocados por la 6-OHDA.
A pesar de que ambos extractos mostraron diferencias significativas con el tratamiento de 6-
OHDA, el extracto TF (174.30% + 9.25, p <0.01) mostré una menor relacion de
mondmeros/agregados en comparacion con los efectos del extracto UD (205.60% + 15.88, p

<0.01), y, estadisticamente igual al efecto de la vitamina E (113.10% + 3.36, p <0.01).
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Figura 14. Niveles de perdxido de hidrégeno (H,02) producidos por las células SH-SY5Y después
de incubarse con 6-hidroxidopamina (100 uM, 6 h) en la ausencia y presencia de los extractos de
Dunaliella tertiolecta (TF, 30 ug mL?) y de Ulva lactuca (UD, 200 pg mL1). Los sufijos en las
abreviaciones de los letreros en el eje x sefialan el solvente orgdanico utilizado para obtener el
extracto: cloroformo:metanol (CFMO:MeOH, F) y diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D). VH:
vehiculo, Vit. E: vitamina E (25 uM), 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. Los valores en cada columna
representan el promedio + el error estdndar de tres experimentos independientes. Letras
distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos y el vehiculo
(ANOVA, p < 0.05).

Por ultimo, en la Fig. 16 se muestran los efectos del tratamiento con 6-OHDA (100 uM, 6 h), sobre
la actividad de la caspasa-3 en células SH-SY5Y, en ausencia y presencia de extractos D. tertiolecta
(TF, 30 pug mL1) y U. lactuca (UD, 200 ug mL1). Los resultados muestran que las células tratadas
con 6-OHDA (284.60 + 21.90, p < 0.01) aumentaron significativamente la actividad de caspasa-3
en comparacion al vehiculo en un 180.90%, indicando activacion de la apoptosis. Por el contrario,
el tratamiento con vitamina E disminuyd este efecto en 128.50% (156.10 + 4.06, p < 0.01). Los
extractos de ambas algas exhibieron el mismo comportamiento, disminuyendo la actividad de la
caspasa-3 en un 157.2 (TF: 127.4 + 41.11, p < 0.01) y 136.6 (UD: 148.0 + 3.90, p < 0.01), lo que

sugiere un efecto protector contra la muerte celular por apoptosis.
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Figura 15. Potencial de membrana mitocondrial (PMM) en células SH-SY5Y después de incubarse
con 6-hidroxidopamina (100 uM, 6 h) en la ausencia y presencia de los extractos de Dunaliella
tertiolecta (TF, 30 ug mL?t) y de Ulva lactuca (UD, 200 pg mL1). Los sufijos en las abreviaciones de
los letreros en el eje x sefalan el solvente organico utilizado para obtener el extracto:
cloroformo:metanol (CFMO:MeOH, F) y diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D). VH: vehiculo,
Vit. E: vitamina E (25 uM), 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. Los valores en cada columna representan
el promedio * el error estdndar de tres experimentos independientes. Letras distintas
representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos y el vehiculo (ANOVA,
p < 0.05).
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Figura 16. Actividad caspasa-3 en células SH-SY5Y después de incubarse con 6-hidroxidopamina
(100 uM, 6 h) en la ausencia y presencia de los extractos de Dunaliella tertiolecta (TF, 30 pg mL?)
y de Ulva lactuca (UD, 200 pg mL?). Los sufijos en las abreviaciones de los letreros en el eje x
sefialan el solvente organico utilizado para obtener el extracto: cloroformo:metanol
(CFMO:MeOH, F) y diclorometano:metanol (DCMO:MeOH, D). VH: vehiculo, Vit. E: vitamina E (25
uM), 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. Los valores en cada columna representan el promedio * el
error estandar de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos y el vehiculo (ANOVA, p < 0.05).

7.5 Perfil quimico de los extractos

La Fig. 17 presenta los espectros de '"H RMN obtenidos en metanol-d (MeOD) para los extractos
de U. lactuca (UD) y D. tertiolecta (TF), a 25 °C. Los espectros muestran las sefiales
correspondientes a las distintas regiones quimicas de los compuestos presentes en ambos
extractos, estos picos, ubicados a lo largo del eje horizontal en funcién de su desplazamiento
guimico (8) expresado en partes por millén (ppm), permite identificar grupos funcionales y tipos

de compuestos en los extractos.

Los espectros de los extractos de U. lactuca y D. tertiolecta (Fig. 17) exhibieron principalmente
sefiales de lipidos y aminodcidos. Sin embargo, al comparar ambos espectros hay una abundancia
de moléculas lipofilicas en el extracto de D. tertiolecta. Las sefales en la region alifatica (0.85 -
2.92 ppm) se atribuyen cominmente a protones de metilo, metileno y metino de compuestos

lipofilicos como acidos grasos, pigmentos y esteroles. Sin embargo, los grupos -CHz y -CH; de
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aminodacidos resuenan entre 0.95 — 3.15 ppm, mientras que los -CH, de acidos organicos como
glutarato, succinato, citrato, etc., resuenan a 2.16 — 2.19 ppm. Empero, debido a la considerable
superposicion de sefales en varias regiones de resonancia, es dificil asignar metabolitos

especificos solo con datos de *H RMN.
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Figura 17. Espectros de resonancia magnética nuclear de proton ("H RMN) en metanol deuterado (MeOD) de los extractos de Dunaliella
tertiolecta (TF) (CR2, imagen superior) y Ulva lactuca (UD) (CR1, imagen inferior). Los espectros muestran las sefiales correspondientes a las

diferentes regiones quimicas presentes en los extractos de estas algas, obtenidas a 25 °C. Los desplazamientos quimicos (6) se expresan en
partes por milléon (ppm)
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En la tabla 2, se muestra el perfil de acidos grasos (AG) de D. tertiolecta y U. lactuca. En el andlisis
de las concentraciones de estos AG entre las algas, se encontraron diferencias significativas en
dos de los tres grupos de acidos grasos evaluados (AGS, AMI y AGP). En el grupo de acidos grasos
poliinsaturados (AGP), D. tertiolecta presenté una concentracion media significativamente mayor
(8.29 £ 13.4) en comparacion con U. lactuca (1.09 £ 1.60), con un valor de p de 0.000124 (p <
0.001). En el grupo de 4cidos grasos monoinsaturados (AMI), U. lactuca mostré concentraciones
medias superiores (2.79 = 3.75) a las de D. tertiolecta (1.46 + 0.784), con una diferencia
significativa (p < 0.05). Sin embargo, en el grupo de dacidos grasos saturados (AGS), no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las dos especies (p 0.146).

Tabla 2. Composicidn total de acidos grasos de Dunaliella tertiolecta y Ulva lactuca. Los datos
muestran la media * desviacion estandar.

AG D. tertiolecta U. lactuca Valor de p

11:0 - -

12:0 0.02 £0.02 -

13:0 0.48 £0.02 0.22+0.12

14:0 0.25+0.01 1.08 +0.03
14:1n-5 0.96 +£0.03 0.28+0.42

15:0 0.18 £0.01 0.39+£0.02
15:1n-5 2.33+0.11 0.93+0.57

16:0 26.07 £+ 1.06 58.32+0.51
16:1n-9 2.14 £ 0.06 1.53+0.03
16:1n-7 1.22 +£0.03 6.12 £0.01
16:2n-4 0.04 £ 0.00 0.06 £ -.02

17:0 0.24 £0.01 0.15+0.03
16:3n-4 0.23£0.02 0.09 £ 0.02
17:1n-7 0.09 £0.01 0.46 £ 0.04

18:0 1.64 £ 0.08 1.13+0.01
16:4n-1 - 1.15+0.04

18:1n-9 trans

0.02 £0.00
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18:1n-9
18:1n-11
18:2n-6 trans
18:2n-6
18:2n-4
18:3n-6
18:3n-3 (ALA)
20:0
20:1n-9
18:4n-3
21:0
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
20:3n-3
22:0
23:0
22:1n-9
22:2n-6
22:5n-3 (EPA)
24:0
21:5n-3
24:1n-9
22:5n-3
22:6n-3 (DHA)

AGS
AMI

AGP

Suma n3

2.24+£0.09
1.24 +£0.10
20.54 £ 0.42

34.30+1.69
5.13+0.51

0.06 £0.01
0.28 £0.02

0.06 +0.00

0.27 £0.02

34.55+1.73
10.20£0.42
55.22+2.14

34.30+1.69

1.24 +0.04
11.99 + 0.06

3.52+£0.05
0.19+0.01
4.72 +0.05
0.35+0.07
2.36+0.02
0.08 £0.01

0.19+0.03
0.18 £0.03
0.24 +£0.03
0.06 £0.01
0.62 £ 0.06

64.05 +0.25
25.09 £0.12
10.87 £0.13

5.67+0.13

0.15
<0.05
< 0.001
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Suma n6 20.65 +0.41 3.90 £ 0.06
Otros AGP 0.26 £ 0.04 1.30+0.02
n3/n6 1.66 £ 0.05 1.45 + 0.05
AGP/AGS 1.60+0.14 0.17 £0.00

Entre algas por grupo de acido graso (AG) se realizé un modelo lineal generalizado Gamma (AGS, AMI y AGP). Notas: Acidos
grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AMI), poliinsaturados (AGP), 4cido eicosapentaenoico (EPA), 4cido
docosahexaenoico (DHA), acido alfa-linolénico (ALA).
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8. DISCUSION

El potencial terapéutico de las algas marinas ha generado un interés creciente debido a su
capacidad para producir compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitumorales y neuroprotectores (Talero et al., 2015; Bule et al., 2018; Silva et
al., 2023). Entre estos compuestos destacan, acidos grasos poliinsaturados, pigmentos
fotosintéticos, polifenoles, carbohidratos, entre otros, cuyas actividades han sido ampliamente
documentados (Silva et al., 2019; Adetuniji et al., 2023). Particularmente, su posible aplicacion en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas resalta la importancia de explorar mas a
fondo su diversidad quimica y funcional (Przedborski et al., 2003; Hussain et al., 2018; Adetunji et

al., 2023).

En este estudio, se evalué la actividad antioxidante de extractos obtenidos a partir de las
microalgas D. tertiolecta, C. capsulata, R. marinus, P. cruentum, I. galbana, C. calcitrans y A.
margalefii, y de las macroalgas U. lactuca, S. horridum y Spyridia sp., ademas de su actividad
neuroprotectora en células SH-SY5Y tratadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) para inducir
neurotoxicidad. Se planted como hipédtesis que la actividad antioxidante de estos extractos podria
mitigar el dafio celular mediante la mitigacion del estrés oxidativo, la preservacion de la funcién

mitocondrial y la reduccién de la muerte celular por apoptosis.

Desde esta perspectiva, se utilizaron tres metodologias para medir la actividad antioxidante: 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH, Fig. 7), poder de reducciénantioxidante del ion férrico (FRAP, Fig. 9)
y la actividad eliminadora de radicales del anién superdxido (02", Fig. 8), donde los extractos
obtenidos con acetona presentaron las mayores actividades antioxidantes, especialmente en la
prueba O;", destacandose el extracto de C. capsulata (NA) (Fig. 8a). En contraste, los extractos

obtenidos con diclorometano:metanol (DCMO:MeOH) mostraron la menor actividad
antioxidante en todas las pruebas. Este comportamiento se atribuye a la composicién de los
extractos, ya que la extraccion con acetona favorece la obtencion de pigmentos fotosintéticos,

como clorofilas y carotenoides (El-Sayed et al., 2016; Pniewski, 2020; Qiu et al., 2019). Por otro
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lado, los solventes cloroformo:metanol (CFMO:MeOH) y diclorometano:metanol (CFMO:MeOH)
extraen principalmente compuestos lipidicos como acidos grasos poliinsaturados, esteroles y, en
menor medida, ciertos acidos organicos y aminodacidos (Patel et al., 2018; Clemente et al., 2020;

Habib et al., 2022; Baeshen et al., 2023).

Los resultados de este estudio subrayan que los pigmentos fotosintéticos, que son los extractos
extraidos con acetona, poseen una mayor capacidad antioxidante que otros compuestos como
los lipidos debido a su estructura quimica, caracterizada por dobles enlaces conjugados que
neutralizan especies reactivas de oxigeno (ERO) y otras moléculas reactivas (Silva et al., 2018;
Chini et al., 2023). Aunque los lipidos y en particular los acidos grasos poliinsaturados también
exhiben actividad antioxidante gracias a los dobles enlaces que se encuentran en sus cadenas
hidrocarbonadas, los cuales, tienen la capacidad de donar electrones y secuestrar ERO, su
susceptibilidad a la oxidacién limita su eficacia en comparacién con los pigmentos fotosintéticos

(Santoro et al., 2022; Ahamefule et al., 2023).

Las diferencias en los resultados de las distintas pruebas pueden explicarse por las caracteristicas
especificas de cada metodologia (Nishikimi et al., 1972; Brand-Williams et al., 1995; Benzie et al.,
1996; Gulcin y Alwased, 2023). Los ensayos de DPPH y FRAP, basados en la transferencia de
electrones, son pruebas generales que no siempre representan con precisién la actividad
antioxidante en un contexto biolégico (Benzie et al., 1996; Gulcin y Alwased, 2023). En cambio, la
prueba del O;", que mide la actividad eliminadora del anién superdxido, mediante la simulacidon
de la accion de la enzima SOD, tiene mayor relevancia fisioldgica al reflejar procesos intracelulares
(Nishikimi et al., 1972). De manera que esta diferencia en el fundamento de las pruebas, explica
por qué algunos extractos mostraron una mejor actividad antioxidante en la prueba de

eliminacion de superdxido.

En trabajos previos se ha reportado el uso de compuestos bioactivos de origen marino

(principalmente provenientes de macroalgas) como neuroprotectores contra la neurotoxicidad
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inducida con 6-OHDA, por lo que se ha utilizado este mismo modelo para explorar nuevos
compuestos (Souza et al., 2014; Silva et al., 2018 — 2021, 2023). En este estudio, las células que
fueron tratadas con los extractos de D. tertiolecta (TF: 30 ug mLt) y U. lactuca (UA: 30 pg mL?;
UD 200 pg mL?) exhibieron una disminucién en la mortalidad celular contra el efecto de la 6-

OHDA, aumentando la viabilidad celular en un 20%, 40% y 15%, respectivamente (Fig. 12).

Es importante considerar que los ensayos quimicos no son suficientes para evaluar el potencial
antioxidante, ya que en sistemas bioldgicos los compuestos pueden interactuar en rutas
metabdlicas mas complejas (Silva et al., 2019). Asi, aunque algunos compuestos no muestren una
alta actividad antioxidante en ensayos quimicos como el DPPH, podrian tener efectos
significativos en modelos in vitro o in vivo, donde intervienen otros mecanismos celulares (Silva
etal.,, 2021b). Tal es el caso de nuestras muestras con actividad neuroprotectora, TF, UD y UA, las
cuales no presentaron actividad antioxidante por la prueba de DPPH, pero si por la prueba de
02" y FRAP, principalmente los extractos TF y UA. Esto nos indica que mientras que TF y UA actdan
mediante la transferencia de electrones y la reduccién del radical superéxido, UD podria estar
interviniendo en otras rutas o con otro tipo de moléculas, sin embargo, es necesario realizar
pruebas complementarias que nos indiquen cdmo es que este extracto esta interviniendo en la
proteccion celular. Por otro lado, pese a que el extracto de UA parece poseer la mayor actividad
antioxidante, y la mayor actividad contra la neurotoxicidad inducida, es importante aclarar que
este ultimo resultado corresponde a un falso positivo, debido a que, en la observacién de las

células al microscopio, las células no eran viables con y sin la 6-OHDA.

Estos resultados resaltan la importancia de complementar las pruebas quimicas con estudios
bioldgicos para una evaluacién mas completa de su potencial antioxidante. Por ejemplo, Souza et
al. (2018), reportaron que el kappa-carragenano aislado del alga roja Hypnea musciformis posee
una baja actividad antioxidante, sin embargo, mostré actividad neuroprotectora en
la neurotoxicidad inducida por 6-OHDA en células SH-SY5Y mediante la modulacién del potencial

transmembrana de las mitocondrias y la reduccidn de la actividad de la caspasa 3.
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Para comprender los mecanismos mediante los cuales estos extractos protegieron a las células,
se llevaron a cabo distintos ensayos in vitro (cuantificacién de ERO, cuantificacidon de perdxido de
hidrégeno, potencial de membrana mitocondrial y actividad de la caspasa-3) en células tratadas
con 6-OHDA en presencia y ausencia de los extractos TF y UD (Fig. 13, 14, 15 y 16,

respectivamente).

El estrés oxidativo (EO) es un factor determinante en la neurodegeneracion, debido a la
acumulacién de ERO, particularmente en el cerebro, un drgano altamente vulnerable debido a la
riqueza en lipidos particularmente fosfolipidos y acidos grasos poliinsaturados (AGP) y a su
actividad metabdlica elevada (Drechsel y Patel, 2008; Juarez-Olguin et al., 2016; Niedzielska et al.,
2016; Silva et al., 2021a). La neurotoxicidad inducida por 6-OHDA genera un aumento de ERO
dentro de las células SH-SY5Y, imitando condiciones de EO que contribuyen a la degeneracidn
neuronal (Huang et al., 2019; Silva et al., 2023). En este contexto, los extractos de D. tertiolecta y
U. lactuca lograron reducir la produccién de ERO, aunque no mostraron efectos especificos sobre
la generacion de perdxido de hidrogeno (H,0;), una ERO particularmente estable. Este efecto
antioxidante se asocia con la capacidad de los compuestos presentes en los extractos para donar
electrones y neutralizar ERO, lo cual se relaciona con sus dobles enlaces conjugados y grupos
funcionales reactivos que permiten la estabilizacion de radicales libres (Hwang, 2013; Silva et al.,

2018; Angeloni et al., 2019; Aramouni et al., 2023).

Diversos estudios se centran en comprender el papel del EO en eventos especificos como la
muerte celular neuronal y cdmo puede prevenirse mediante mecanismos antioxidantes (Huang
et al., 2019; Sanghai y Tranmer, 2023; Silva et al., 2023). Asi, los resultados demuestran que
nuestros extractos tienen la capacidad para reducir la produccion de ERO en las células SH-SY5Y
cuando se compard con el efecto de la 6-OHDA previniendo el EO, no obstante, no reducen en
especifico la produccién del peréxido de hidrégeno (H.0;2), por lo tanto, este efecto

neuroprotector es mediado por la reduccidn de algunas ERO, pero no del H20,.
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Ademas del control del EO, la preservacion de la funcién mitocondrial es fundamental en la
neuroproteccién. Las mitocondrias son el principal sitio de produccidon de ATP a través de la
fosforilacion oxidativa y estdn involucradas en la regulacién del calcio intracelular (Mohd vy
Sirajudeen, 2020; Matuz-Mares et al., 2022; Alhial et al., 2023). Sin embargo, cuando el EO es
elevado, se produce una disfuncién mitocondrial, especialmente en los complejos | y Ill de la
cadena de transporte de electrones, desencadenando la pérdida de potencial de membrana
mitocondrial (PMM) y conduciendo a la activacién de la apoptosis (Mohd y Sirajudeen, 2020;
Matuz-Mares et al., 2022; Rosenstock et al., 2022; Mohamed y Mohd, 2024). En este estudio, el
extracto de D. tertiolecta mostré un efecto protector significativo al prevenir la despolarizacion
de la membrana mitocondrial inducida por 6-OHDA, mientras que el extracto de U. lactuca
presentd una tendencia a proteger la mitocondria, aunque con una diferencia estadistica no tan
significativa como la de TF (Fig. 15). Este efecto sugiere que el extracto de D. tertiolecta es mas
eficaz en la estabilizacion de la funcidn mitocondrial, posiblemente debido a su mayor contenido
en carotenoides y glicerol, compuestos conocidos por sus efectos estabilizadores de membranas

y neutralizadores de ERO (Johnson et al., 2018).

Por otro lado, la apoptosis mediada por la caspasa-3 representa otro mecanismo clave en la
neurodegeneracion, ya que la activacidon de esta enzima ejecutora lleva a cambios morfolégicos
y funcionales que resultan en la muerte celular programada (Mohd y Sirajudeen, 2020; Asadi et
al., 2022; Silva et al., 2023; Tong y Wong, 2023). En células tratadas con 6-OHDA, se observd un
incremento significativo en la actividad de la caspasa-3 (Fig. 16), mientras que los extractos de D.
tertiolecta y U. lactuca lograron reducir esta actividad, sugiriendo un efecto anti-apoptético.
Debido a las alteraciones de membrana mitocondrial observadas en los resultados obtenidos
junto a la disminucién de la actividad de la caspasa-3 sugiere que los compuestos presentes en
las muestras podrian estar protegiendo las membranas celulares, evitando la liberaciéon de
citocromo Cy la activacion de caspasas en la cascada apoptodtica, estabilizando asi las células y
previniendo su muerte, teniendo un efecto sobre la modulacién de la via intrinseca de apoptosis
(via mitocondrial), en la cual las mitocondrias juegan un papel central. Sin embargo, nuestros

resultados no son suficientes para confirmar esta nueva hipdtesis y es necesario llevar a cabo
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otros analisis adicionales. Por ejemplo, para confirmar sobre qué via podria estar siendo
modulada la apoptosis, es necesario evaluar otros biomarcadores de la via externa como la
caspasa-8 (especifica de la via extrinseca) o la caspasa-9 (especifica de la via intrinseca), asi como

cuantificar los niveles de citocromo C.

Para comprender los mecanismos por los cuales los compuestos obtenidos ejercen su accién
neuroprotectora, es importante identificar y conocer la composicion quimica de los extractos de
U. lactuca (UD) y D. tertiolecta (TF). Para esto, se realizaron analisis de resonancia magnética
nuclear de protdn ("H RMN) para conocer el tipo de compuestos presentes en los extractos. Los
espectros de 'TH RMN de ambos extractos revelaron diferencias en su composicidon quimica, las
cuales podrian explicar sus diferentes efectos en los mecanismos antioxidantes y
neuroprotectores. Estas diferencias reflejan las adaptaciones bioquimicas y estructurales de cada
tipo de alga, con D. tertiolecta enfocandose en compuestos lipidicos, pigmentos y esteroles, y U.
lactuca en lipidos y aminodacidos (Arora et al., 2018; Iglesias et al., 2019; Eltamany et al., 2021;

Sanchez-Arcos et al., 2022).

El 'H RMN nos muestra un perfil quimico preliminar de los compuestos presentes en las muestras,
debido a la considerable superposicidn de sefales en varias regiones de resonancia, sin embargo,
es dificil asignar metabolitos especificos solo con datos de *H RMN. Por lo tanto, en trabajos
futuros, sera necesario realizar un andlisis complementario de ambos extractos mediante
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), lo que permitiria una identificacién mas
precisa, asi como la cuantificacidon y caracterizacion estructural de compuestos presentes en
mezclas complejas como las analizadas en este estudio (Yu et al., 2024). Este método se basa en
la separacion de compuestos mediante cromatografia liquida y su andlisis mediante

fragmentacidn y deteccién de iones en dos etapas.

La identificacidn de grupos de compuestos bioactivos en los extractos de U. lactuca mediante 'H
RMN confirmé la presencia de lipidos, acidos grasos y aminoacidos, compuestos que pueden ser

los responsables de los efectos antioxidantes y neuroprotectores observados. Entre los acidos
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grasos presentes en la muestra de U. lactuca se identificaron el 18:3n-3 (4cido alfa-linolénico,
ALA), 18:4n-3 (acido esteariddnico, SDA), 24:0 (acido lignocérico) y 18:1n-11 (acido vaccénico),
los cuales han demostrado propiedades antioxidantes al incrementar la actividad de enzimas
antioxidantes y reducir los niveles de estrés oxidativo mediante la interaccidon con especies

reactivas de oxigeno (ERO) (Rincén-Cervera et al., 2016; Oppedisano et al., 2020a, 2020b).

El ALA, un acido graso poliinsaturado omega-3 con tres dobles enlaces en configuracién cis,
neutraliza los radicales libres (RL) y actia como precursor de acidos grasos de cadena mas larga
como el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y el acido docosahexaenoico (DHA, C22:6n-3)
(Wijaya y Linawati, 2024). Estos compuestos son conocidos por modular sistemas antioxidantes
celulares, promoviendo la activaciéon de enzimas antioxidantes como la CAT, la GPx y la SOD
(Borgonovi et al., 2023; Seth et al., 2024). Por otro lado, el SDA, al ser un precursor directo del
EPA, facilita su sintesis y contribuye a la interaccién con las ERO, previniendo el dafio oxidativo en

biomoléculas esenciales (Palaniswamy et al., 2014).

Ademas, en el extracto de U. lactuca se detectd EPA, aunque en menor proporcion, el cual exhibe
propiedades tanto antioxidantes como antiinflamatorias (Liméon-Pachecho y Gonsebatt, 2009;
Palaniswamy et al., 2014). El EPA, con cinco dobles enlaces en configuracion cis, interactia
eficazmente con ERO y RL, reduciendo el daifo oxidativo en lipidos, proteinas y ADN. Asimismo,
estimula la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), que degrada el peréxido
de hidrégeno (H20y); la superéxido dismutasa (SOD), que elimina el anidn superdxido (027); y la
glutation perdxidasa (GPx), que degrada hidroperéxidos lipidicos (Limén-Pachecho y Gonsebatt,

2009; Sakai et al., 2017).

Por su parte, D. tertiolecta es una microalga conocida por su acumulacion de lipidos debido a su
naturaleza unicelular, ademas, al igual que otras microalgas del género, es conocida por habitar
ambientes hipersalinos, gracias a los cuales produce glicerol en altas cantidades, como respuesta
osmotica (Keil et al., 2023; Keil et al., 2024). Asi, la identificacién de los compuestos bioactivos en

los extractos de D. tertiolecta mediante 'H RMN también muestra la presencia de lipidos en
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particular acidos grasos (18:3n-3 (ALA), 18:4n-3 (SDA), 24:0 (acido lignocérico) y 22:2n-6 (acido
docosadienoico)), glicerol y carotenoides (especialmente B-caroteno), compuestos que pueden
ser los responsables de los efectos antioxidantes y neuroprotectores observados. La alta
concentracion de lipidos, especialmente acidos grasos y B-caroteno, junto con glicerol, sugiere
una composicion rica en compuestos que actian como osmoprotectores y antioxidantes. El -
caroteno, ademas de sus propiedades antioxidantes, puede regular la apoptosis a través de su
interaccidon con las mitocondrias, estabilizando las membranas y previniendo la liberacién de

factores proapoptdticos (Wang y Youle, 2009; Johnson et al., 2018).

Los acidos grasos presentes en los extractos obtenidos contribuyeron a la reduccién de la
produccién de ERO, a la proteccién de las mitocondrias y a la disminucién de la actividad de la
caspasa-3, lo que mejord la viabilidad celular. Ademas de su papel como antioxidantes, algunos
acidos grasos poseen propiedades antiinflamatorias (Kobayashi y Morita, 2019). Por ejemplo, el

EPAy DHA han sido reportados como antiinflamatorios (Kobayashiy Morita, 2019; So et al., 2019).

En las neuronas y en las EN, la inflamacidn junto al estrés oxidativo desempeiia un papel central
(Mohd vy Sirajundeen, 2020). El exceso de ERO provoca dafio en lipidos, proteinas y ADN, lo que
afecta funciones clave como la transmisién sindptica y la supervivencia celular (Gandhi y
Abramov, 2012; Aramouni et al., 2023). Este dafo activa respuestas inflamatorias mediadas por
la microglia y los astrocitos, que liberan citoquinas proinflamatorias y generan mas ERO,
exacerbando el dafio neuronal (Mohd y Sirajundeen, 2020). Este ciclo de estrés oxidativo e
inflamacién contribuye a la muerte progresiva de las neuronas y la acumulacidn de proteinas mal
plegadas, caracteristicas distintivas de estas enfermedades (Gao y Hong, 2008; Yildiz-Unal et al.,
2015; Dugger y Dickson, 2017; Mohd y Sirajundeen, 2020). Interrumpir este ciclo con compuestos
antioxidantes y antiinflamatorios podria ayudar a proteger las neuronas y retrasar la progresion
de la neurodegeneracion. Por lo tanto, trabajos que exploren estas propiedades en conjunto son
necesarios para sugerir un efecto neuroprotector significativo en células expuestas a estrés

oxidativo.
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Desde una perspectiva metabdlica, los compuestos bioactivos identificados en las algas
estudiadas estan relacionados con la activacidn de vias de sefializacion antioxidantes (Matin et
al., 2024). Estudios previos han indicado que los compuestos derivados de algas marinas, como
los polifenoles, carotenoides, lipidos y polisacaridos, tienen la capacidad de modular vias
intracelulares criticas (Basha et al., 2024; Matin et al., 2024). Por ejemplo, la activacién del factor
de transcripcion Nrf2, un regulador de la respuesta antioxidante, induce la expresién de enzimas
como la superdxido dismutasa y la catalasa, que son esenciales para la neutralizacidén de especies

reactivas de oxigeno y la prevencién del dafio oxidativo (Carpena et al, 2024; Matin et al., 2024).

La comparaciéon con estudios similares sugiere que estos efectos podrian ser generalizables a
otros tipos de algas marinas, lo que resalta su potencial en el desarrollo de terapias para
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (Silva et al., 2018; Silva et al., 2020). Por
ejemplo, Silva et al. (2021a) encontraron que el loliolide, un monoterpenoide extraido de Codium
tomentosum, aumento la viabilidad celular en un 40% frente a la neurotoxicidad inducida por 6-
OHDA. Silva et al. (2021b) reportaron que el eleganolone, un diterpeno extraido de Bifurcaria
bifurcata, incrementé la viabilidad celular en un 20%, protegiendo a las mitocondrias y
reduciendo las condiciones de EQ y apoptosis. Nuestros resultados concuerdan con estudios
previos que han explorado compuestos bioactivos de otras algas. Por ejemplo, los fucoidanos
extraidos de algas marrones como Sargassum hemiphyllum han mostrado efectos similares,
protegiendo las células SH-SY5Y del dafio inducido por 6-OHDA a través de la inhibicion de
caspasas y la preservacion de la funcion mitocondrial (Huang et al., 2017). Asimismo, el
fucoxantin, otro carotenoide de algas marrones ha demostrado en diversos modelos su capacidad
para mitigar el dafio oxidativo y prevenir la disfuncién mitocondrial, lo cual es consistente con los

efectos observados en este estudio con D. tertiolecta y U. lactuca (Wu et al., 2021).
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo evalud el potencial neuroprotector de los extractos lipidicos de Dunaliella
tertiolecta y Ulva lactuca frente a la neurotoxicidad inducida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Los compuestos estudiados presentaron una
potencial capacidad neuroprotectora, dada su actividad sobre reduccidn del estrés oxidativo y la
prevencidon de la disfuncién mitocondrial, previniendo asi la muerte celular neuronal por
apoptosis, en particular, por disminuir la disfuncién mitocondrial al reducir la actividad de la
caspasa-3, factores criticos en las vias apoptdticas. Aunque no se logré una reduccion especifica
del perdxido de hidrégeno (H»0,), los extractos inhibieron otras especies reactivas de oxigeno
(ERO), como el radical superdxido, lo que sugiere una proteccién antioxidante dirigida vy

altamente especifica.

Estos efectos estan estrechamente vinculados a la composicidon bioactiva de los extractos de
algunas algas, en especifico, D. tertiolecta se caracteriza por su riqueza en Aacidos grasos
poliinsaturados, pigmentos fotosintéticos y glicerol, mientras que U. lactuca destaca por su
contenido de acidos grasos y aminodacidos. Estas propiedades refuerzan la relevancia de las algas
marinas como fuentes sostenibles y versatiles de compuestos bioactivos con aplicaciones

prometedoras en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Los resultados de la presente tesis muestran un interesante potencial de uso de las algas para
enfermedades neurodegenerativas, no obstante, la transicidn de estos compuestos a aplicaciones
clinicas requiere investigaciones adicionales, tal como la exploracién de mas biomarcadores como
la caspasa-8 y el citocromo C, asi como la evaluaciéon de su actividad frente a otros factores
involucrados en los procesos neurodegenerativos como la neuroinflamacion y la excitotoxicidad.
Asi mismo, la caracterizacion mas detallada de sus metabolitos activos mediante técnicas
avanzadas, como espectrometria de masas, es fundamental para comprender con mayor

precisidon sus mecanismos de accién.
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Estudios futuros complementarios deberian explorar ademas su capacidad para atravesar la
barrera hematoencefdlica y mantener concentraciones terapéuticamente efectivas en el cerebro.
Asimismo, deberian centrarse en el desarrollo de sistemas de administracion innovadores, como
nanoparticulas o vehiculos lipidicos, que mejoren su biodisponibilidad y eficacia en tejidos

neuronales.

En este contexto, los recursos naturales derivados de algas marinas se posicionan como una
alternativa viable y sustentable para el desarrollo de terapias efectivas, seguras y respetuosas con
el medio ambiente. La investigacion continua en este campo tiene el potencial de abrir nuevas
perspectivas para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson,

consolidando el papel de las algas marinas en la biotecnologia médica y la neurociencia.
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Anexo A. Descripcion de las microalgas utilizadas.

Especie

Descripcion

Dunaliella tertiolecta Butcher
1959

Chlorella capsulata Guillard
R.R.L.,, Bold H.C. y MacEntee F.J.
1975

Rhodosorus marinus Geitler 1930

Porphyridium cruentum (S.F.
Gray) Nageli 1849

Dunaliella tertiolecta (Orden Volvocales) (Fig. 6a) es una
microalga verde unicelular de forma ovoide o esférica, de
pequeiio tamaiio, que mide entre 6-10 um de diametro
(Shapovalova et al., 2022; Barbosa et al., 2023; Molinari,
2024). Se caracteriza por su capacidad para acumular
grandes cantidades de B-caroteno y otros carotenoides en
condiciones de estrés salino (Barbosa et al., 2023). Se
distribuye principalmente en ambientes extremadamente
salinos como lagunas costeras (Gao et al., 2022; Barbosa
etal., 2023; Lortou et al., 2023).

Chlorella capsulata (Orden Chlorellares) (Fig. 6b) es una
microalga verde de forma esférica o eliptica, de diametro
que varia entre 3 y 10 um (Guiry y Guiry, 2020a; Lorenzo
et al., 2023). Se caracteriza por poseer una pared celular
delgada y compuesta por polisacdridos y proteinas,
ademas, de contener cloroplastos con clorofila, lo que le
confiere su color verde caracteristico (Kalashnikova y
Kirakosyan, 2022; Martins et al., 2022). Tiene un amplio
rango de distribucidn gracias a su plasticidad, aunque se
distribuye principalmente en ambientes dulceacuicolas
como lagos y estanques (Kalashnikova y Kirakosyan, 2022).
Rhodosorus marinus (Orden Stylonematales) (Fig. 6c¢) es
una microalga roja unicelular de forma redondeada o
ligeramente alargada y de tamafio entre los 5y 20 um
(Guiry y Guiry, 2020b; Krayesky-Self et al., 2020).
Pertenece al grupo de las algas rojas por lo que contiene
pigmentos fotosintéticos como la ficoeritrina, que le
confiere un color rosado/rojo (Wang et al., 2020). Se
distribuye en ambientes marinos, particularmente en
aguas costeras poco profundas y areas intermareales de
diversas regiones del mundo (Jeong et al., 2017; Wang et
al., 2020).

Porphyridium cruentum (Orden Porphyridiales) (Fig. 6d) es
una microalga roja de forma irregular o esférica, su
didmetro varia entre 3 y 8 um (Guiry y Guiry, 2022b; Rossi
y Machado, 2022). Es de un color rojo intenso gracias a la
presencia de ficoeritrina en sus células, se distribuye en
aguas costeras y estuarios alrededor del mundo y se
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caracteriza por la composicién de su pared celular siendo
principalmente de polisacdridos de interés industrial para
la produccién de biopolimeros como la carragenina
(Liberti et al., 2022, 2023).

Isochrysis galbana Parke 1949 [sochrysis galbana (Orden Isochrysidales) (Fig. 6e) es una
microalga café de forma esférica u ovalada cuyo didmetro
esde 2 —6 um (Guiry y Guiry, 2014; Fang et al., 2022; Ruiz-
Dominguez et al., 2022). Es de color entre dorado y café
debido a la presencia de pigmentos como la fucoxantina 'y
carotenoides (Belkis et al., 2022; Fang et al., 2022). I.
galbana se encuentra en ambientes marinos, en especial
en aguas costeras y estuarios con salinidad moderada y
una buena disponibilidad de luz solar (Ruiz-Dominguez et
al., 2022). Es una microalga rica en acidos grasos omega-
3, especialmente el 4cido docosahexaenoico (DHA) por lo
qgue es ampliamente utilizada en acuicultura como
alimento para larvas de moluscos y crustaceos (Ruiz-
Dominguez et al., 2022; Fang et al., 2022).

Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Chaetoceros calcitrans (Orden Chaetocerotales) (Fig. 6f) es
H. Takano 1968 una diatomea marina café que presenta una forma
cilindrica  alargada con células que miden
aproximadamente entre 5 y 30 um de longitud (Guiry y

Guiry, 2022a; Kutako et al., 2023). Posee una pared celular

de silice, que forma una estructura externa denominada

frastula, la cual, tiene un patrén de ornamentacién

distintivo caracteristico del género (Bach et al., 2023). Esta

especie es de distribucién cosmopolita, aunque se

encuentra cominmente en aguas marinas, en especial en

aguas costeras y estuarios (Nef et al., 2022; Bach et

al.,2023).
Alexandrium margalefii Balech, Alexandrium margalefii (Orden: Gonyaulacales) (Fig. 6g) es
1994 un dinoflagelado tecado, la férmula de su teca es Po, x, 4',

6", 6¢, 9-10s(?), 5", 2"""" (Balech, 1994; Morquecho et al.,
2016; Gomez y Artigas, 2019; Guiry y Guiry, 2024a). En
estado vegetativo su forma es subesférica con una teca
delgada, sus dimensiones son 28-36 um de largo y 31-40
um de ancho (Gémez y Artigas, 2019). No posee
ornamentaciones y se encuentran como células solitarias
(no forman cadenas) (Kim et al., 2017). Es una especie que
se encuentra distribuida en aguas templadas vy
subtropicales (Balech, 1994; Morquecho et al., 2016).
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Anexo B. Descripcién de las macroalgas utilizadas.

Especie

Descripcién

Ulva lactuca (Linnaeus, 1753)

Sargassum horridum Setchell &
N.L. Gardner 1924

Spyridia Harvey, 1833

Ulva lactuca (Orden Ulvales) (Fig. 3h) es un alga verde
polimdrfica cosmopolita cuya coloracién va desde el verde
claro a verde oscuro, se caracteriza por laminas planas y
delgadas y creces en aguas costeras poco profundas,
estuarios, lagunas y zonas intermareales en regiones tanto
templadas como tropicales (Salim et al., 2023; Guiry y Guiry,
2024b).

Sargassum horridum (Orden Fucales) (Fig. 3i) es un alga
parda caracterizada por su apariencia robusta y ramificada,
con tallos gruesos y esponinozos, que pueden alcanzar
varios metros de longitud (Guiry y Guiry, 2018a). S.
horridum se distribuye en aguas tropicales y subtropicales,
especialmente en areas con corrientes ocednicas que
favorecen su dispersion (Gower y King, 2011). Esta especie
es conocida por formar densas masas flotantes llamadas
“sargazos”, que pueden crear hdabitats flotantes para
diversos organismos marinos, como peces, tortugas y aves
marinas (Estrada et al., 2014).

Las algas del género Spyridia (Orden Ceramiales) (Fig. 3j) son
algas rojas filamentosas con una estructura ramificada,
textura cartilaginosa y pueden alcanzar varios centimetros
de longitud (Harvey, 1833; Guiry y Guiry, 2018b). Sus células
contienen cloroplastos con ficobilisomas que contienen
ficobiliproteinas como la ficoeritrina, lo que les confiere su
caracteristico color rojo. Las especies de este género se
distribuyen en ambientes marinos de regiones tropicales y
subtropicales, ademas, pueden encontrarse adheridas a
sustratos duros como rocas y corales en zonas
intermareales y submareales (Won et al., 2021). Estas algas
son productoras de wuna variedad de metabolitos
secundarios con propiedades bioldgicas interesantes, entre
ellos polisacaridos sulfatados, carragenanos,
ficobiliproteinas y compuestos antioxidantes (Won et al.,
2021).
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Especie Extracto DPPH ? 0, b FRAP ¢
. , +
Dunaliella tertiolecta TE 9750 + 3.16 67.26+2.16 166.00 + 18.76
(>200)
+
TA 97.32+2.23 >0.99 £ 3.60 109.70 £ 13.47
(>200)
+
Chlorella capsulata NE 8998 + 4.20 58.43 +2.25 199.50 + 23.35
(>200)
51.82+£2.29
NA 7148 +2.4 77.70 £ 3.87
8 9 (> 200) 0+3.8
Rhodosorus marinus MF 105.70+1.12 87.56 £2.195 48.63 + 13.47
MA 103.10+ 2.27 83.88 £ 3.67 19.42 +1.95
% Porphyridium CF 101.20+1.99 91.07 £2.18 104.90+4.42
o cruentum
3] 22.88+1.81
= + +
S CA 103.20+1.24 (41.26) 231.40+7.17
Isochrysis galbana GF 103.30 £ 0.55 92.28 +0.49 36.59+4.20
+
GA 108.40 £ 0.73 >>.10 £ 3.45 130.00 £ 8.62
(>200)
Chaetoceros calcitrans KF 103.20+0.92 84.52 +1.98 47.89 £ 8.79
61.21 +4.65
KA 106.30+0.92 64.83 £9.75
(>200)
i +
Alexandrium 10150+ 061 ~0B4EL68 o0 1422
margalefii (>200)
40.82 +1.33
LA 93.62 +1.10 124.00+4.11
(169.10)
Ulva lactuca UF 103.50+1.02 89.39+2.20 18.28 + 1.06
ub 105.00 £ 0.94 98.10+0.34 36.42+1.71
o 59.00 £ 0.33
To“ UA 100.20+1.04 (> 200) 166.20+7.29
g Sargassum horridum HF 103.00 £ 0.87 90.83 +0.87 53.52+4.86
HD 103.80 £ 0.63 97.90+0.41 12.69 + 2.68
59.05+1.02
HA 99.06 +1.74 (>200) 162.90 £ 6.79
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Spyridia sp SF 102.60 £ 0.65 90.55+0.40 17.04 £ 2.52
SD 103.80 £ 55 96.90+0.21 10.10+2.84

47.67 £ 0.50
SA 101.90+0.93 (>200) 72.21+8.06

aactividad eliminadora de radicales DP |PH (% de reduccién del DPPH), b actividad eliminadora de radicales (% de reduccién del
NBT y ECso ug mL1) de extracto, ¢ uM FeSO, g1 de extracto. Los resultados se expresan como el promedio * el error estandar de
tres experimentos independientes por triplicado, y los valores se determinaron para un intervalo de confianza del 95%.

Anexo D. Viabilidad de células SH-SY5Y tras su exposicidn a distintas concentraciones.

Viabilidad celular (%)

Especie 100 pg mL? 30 pg mL? 10 ug mL*? 3 ug mL? 1pgmL?
Dunaliella  TF 56.44 + 2.82* 100.2 £ 4.02 98.41 +4.97 - -
tertiolecta TA 54.06 + 3.04* 88.84 £ 2.53 105.9+£4.15 - -

Chlorella  NF 84.78 +1.96* 120.5+3.73 116.8 £3.32 - -
capsulata NA  69.97 + 3.82* 93.99+4.33 117.5+4.10 - -

Rhodosorus MF  104.00 £ 3.97 91.58 +4.21 - - -
marinus MA  61.66 % 2.70* 104.1 £ 4.47 - - -
Porphyridium e o) 15 1265% 63.04+337% 105.9+278 o0 *809 -
cruentum
Isochrysis  GF 79.38 +3.92* 106.4 + 3.55 112.9+2.38 - -
galbana GA  52.39+2.22%* 106.1 £ 3.79 113.1+4.49 - -
Chaetoceros -
. KA  50.18 +2.47* 101.8 +4.82 108.1 £ 4.58 -
calcitrans
Alexandrium 59.91 + 110.30 +
margalefii T 4470% 2.64* 35.81+3.45% 51.31+1.41* L 13+ 5 96
LA 53.68 + 1.83* 45.31 +2.10* 52.66 + 1.88* 94.95+3.92 11;1.'32 *
Ulva lactuca UA  55.58 +2.18* 108.40 £ 6.42 104.0 £ 3.30 - -
Sargassum HF  63.23 +1.13* 106.00 +1.50 107.2+4.77 - -
horridum HA  62.75 + 4.95* 67.21+1.97* 108.7 £ 2.45 102.4 +2.87 -
Spyridia sp  SA 64.10 + 3.72* 81.42 +3.06 110.5 + 2.07 - -

Los valores representan el promedio + el error estandar de tres experimentos independientes por triplicado y se expresan como
porcentaje del vehiculo (%). Para cada extracto se realizd un ANOVA (p < 0.05) con su respectiva prueba a posteriori de pareado
de Tukey. * representan diferencias estadisticamente significativas con el vehiculo. Los sufijos en las abreviaciones sefialan el
solvente organico utilizado para obtener el extracto: CFMO:MeOH (F), DCMO:MeOH (D) y acetona (A).





