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RESUMEN:

Hoy en dia, uno de los principales problemas en los sistemas sanitarios a nivel global es
la alta incidencia en pacientes con procesos tumorales. El cancer puede suponer un gran
impacto, no sélo se debe determinar como una pérdida en la salud fisica, sino que los
procesos cancerigenos modifican la salud emocional. Esto supone un alto coste a nivel
social ya que el cancer, como enfermedad, es un proceso que nunca se sabe como puede
resultar. Pero no se puede dejar de lado el coste econdmico, es decir, el coste propio del
tratamiento antineoplasico/ quirtrgico del paciente, sino las implicaciones respecto a su
trabajo y la baja que pueda conllevar.

En este TFG, se quiere demostrar como una sustancia natural, el carotenoide fucoxantina
(FX), presente en las algas marinas, concretamente en Laminaria japonica, Undaria
pinnatifida, Costaria costata, Sargassum brinderi, tiene capacidad antitumoral suficiente
para utilizarse como tratamiento anticancerigeno, como tratamiento coadyuvante o como
profilaxis en personas con alta probabilidad de tener cancer. Con ello, se podrian reducir
los efectos secundarios, tanto a nivel local como a nivel sistémico, que poseen los
tratamientos citostaticos que existen en la actualidad. Ademas, la via de administracion
de la FX es oral, lo que implica facilidad de uso por el paciente.

El beneficio principal en la explotacion de esta xantdfila reside en que es un producto
natural muy abundante en el mundo marino, facil de sintetizar, extraer, poco costoso y
que ya se utiliza en un amplio catdlogo de bioactividades como son prevencion y
tratamiento de la obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares, hipertension,
proteccion hepatica. Entonces, unicamente habria que dar el paso a un nivel de estudio

farmacéutico enfocado al tratamiento del cancer de pulmoén (CP).

ABSTRACT:

Today, one of the main problems in health systems globally is the high incidence in
patients with tumor processes. Cancer can have a great impact, not only should it be
determined as a loss in physical health, but carcinogenic processes modify emotional
health. This is a high cost at the social level since cancer, as a disease, is a process that
you never know how it can turn out. But we cannot leave aside the economic cost, that is,
the cost of the patient's own antineoplastic / surgical treatment, but the implications

regarding their work and the loss that may entail.



In this TFG, we want to demonstrate as a natural substance, the carotenoid fucoxanthin,
present in seaweed, specifically in Laminaria japonica, Undaria pinnatifida, Costaria
costata, Sargassum brinderi has sufficient anticancer capacity to be used as an
antitumoral treatment, as an adjuvant treatment or as a prophylaxis in people with high
chance of getting cancer. With this, the side effects, both locally and systematically, that
cytostatic treatments that currently exist could be reduced. In addition, the route of
administration of fucoxanthin is oral, which implies ease of use by the patient.

The main benefit in the exploitation of this xanthophyll lies in the fact that it is a very
abundant natural product in the marine world, easy to synthesize, extract, inexpensive and
that it is already used in a wide range of bioactivities such as prevention and treatment of
obesity, diabetes, cardiovascular diseases, hypertension, liver protection. Then, it would
only be necessary to take the step to a level of pharmaceutical study focused on the

treatment of lung cancer.



INTRODUCCION:

1. El cancer de pulmon:
En 2020, se valor6 la incidencia y mortalidad de 36 tipos de cancer en 185 paises del
mundo. El CP se clasific6 como segundo mas comunmente diagnosticado (2,2 millones
de nuevos casos) y como la principal causa de mortalidad por cancer a nivel mundial (1,8
millones de muertes) (Anexo 1) (Sung et al., 2021). En Espaiia, segin el Registro de
Tumores Toréacicos (TTR) que aporta informacion epidemioldgica sobre el CP, se
repertorio un total de 17.109 procesos tumorales, 58.668 casos incidentes y 88.083
muertes inscritas en el intervalo desde el ano 2017 hasta 2020 (Candal-Pedreira et al.,
2022). El CP se organiza en dos clases histologicas, de células pequenas (CPCP), y de
células no pequenas (CPCNP) que representan respectivamente el 15% y 85% de todos
los tipos de este cancer (Deshpande et al., 2022). El principal tipo de cancer de pulmoén
(CPCNP) engloba a 3 subtipos, el adenocarcinoma, el carcinoma escamoso y el
carcinoma de células grandes (dela Cruz et al., 2011). Las células epiteliales pulmonares,
como todas las células somaticas de nuestro cuerpo se dividen a través del ciclo celular,
que es un proceso organizado y regulado de forma precisa por mecanismos que controlan
las sefiales de crecimiento extracelular, el tamafio celular y la integridad del ADN,
favoreciendo la homeostasis de esas células eucariotas (Eymin & Gazzeri, 2010). El ciclo
celular eucaridtico se compone de 4 fases principales, Gi, S, G2 y M. Durante la fase S,
se genera una copia de material genético, es decir que se duplica el ADN y en la fase M
o mitosis, la célula se divide en dos células hijas idénticas. Las dos otras fases, Gi1, y G2
sirven de interfase, es decir que permiten que las condiciones de la célula sean optimas
para entrar en fase de sintesis (fase S) y de mitosis (fase M), garantizando que todos los
elementos estén listos, en fin, proporcionan el tiempo necesario para que el ciclo celular
se realice de manera correcta (Alberts et al., 2002). EI céncer es una enfermedad
provocada por el crecimiento descontrolado de un cierto tipo celular producido por
alteraciones genéticas y epigenéticas a nivel de los elementos claves que regulan el ciclo
celular (Langevin et al., 2014). Esos cambios conllevan a la activacion de proto-
oncogenes y/o la inactivacion de genes supresores de tumores, produciendo una
proliferacion celular descontrolada e inhibicién de los mecanismos de la apoptosis
(Sarkar et al., 2013). Los mecanismos epigenéticos y genéticos modifican la expresion
de genes, la diferencia entre estos dos procesos es que la epigenética, en su regulacion,

no implica cambios en la secuencia de ADN (Tume-Farfan, 2014). En el control normal



del ciclo celular, existe un equilibrio entre los proto-oncogenes que favorecen la
proliferacion celular y los genes supresores de tumores que suprimen la division celular
(Feria Diaz et al., 2021; S. Martin & Mulrooney, n.d.). La mutacion de un proto-oncogén
en oncogén ocurre por cambios en la secuencia del ADN, a través de mecanismos
genéticos como mutaciones puntuales, translocaciones cromosomicas, amplificaciones e
integracion de un genoma viral (Feria Diaz et al., 2021). Estas alteraciones se traducen
como una ganancia de funcion, es decir, un aumento en la sintesis de proteinas esenciales
de la division celular, como factores de crecimiento que resultan sobre expresados y
receptores de crecimiento celular, sobre estimulados. (S. Martin & Mulrooney, n.d.). El
receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un oncogén responsable del desarrollo de
CP, que se expresa en un 60 % de CPCNP (da Cunha Santos et al., 2011). Las alteraciones
genéticas de genes supresores de tumores suelen ocurrir a través de mutaciones puntuales
y deleciones y se traducen por una pérdida de funcion del gen. Asimismo, este gen mutado
no puede actuar de forma normal en las fases Gy Gz del ciclo celular, es decir, que, en
caso de dafio en el ADN irreversible, no puede activar la apoptosis y detener la
proliferacion celular (S. Martin & Mulrooney, n.d.). Una mutacion en el gen supresor
TP53 (gen de la proteina tumoral p53) ocurre en 50% de los CPCNP (Mogi & Kuwano,
2011). La epigenética provoca cambios hereditarios en la expresion de genes que
fomentan el inicio y progresion del CP, a través de los siguientes mecanismos,
modificacion de histonas, metilacion del ADN y regulacion de micro — ARN (Ansari et
al., 2016). La metilacion del ADN es un proceso mediante el cual se transfiere un grupo
metilo en el carbono nimero 5 (C-5) del anillo citosina del ADN, esa reaccion es
catalizada por una enzima ADN-metiltransferasa (DNMT) (Jin et al., 2011). La
metilacion del ADN da lugar a una represion génica a través de dos mecanismos
identificados: la hipermetilacion (metilacion de zonas de la secuencia de ADN
normalmente desmetiladas) y la hipometilacion (perdida de metilacion del ADN).
En el CP, la hipermeticalién suele ocurrir en los promotores de genes supresores de
tumores, alteracion epigenética que se puede observar en los diferentes estadios del
proceso carcinogénico. Entre muchos genes supresores afectados por esta reaccion, hay
la hipermetilaciéon de CDKN2A, un punto de control en las fases G1 y S del ciclo celular,
su inactivacion conlleva a una division celular descontrolada de células pulmonares

(Rojas Moreno et al., 2017).



2. La fucoxantina:
Debido a la continua busqueda de nuevos medicamentos a cargo de las compaiias
farmacéuticas y de grupos de investigadores, se ha ido desarrollando la fitoterapia, que
aprovecha la gran biodiversidad del ecosistema marino para producir compuestos con
propriedades terapéuticas. Las plantas marinas proporcionan diferentes compuestos
terapéuticos, como la FX, un pigmento xant6fila extraido de algas pardas (Laminaria
Jjaponica, Undaria pinnatifida, Costaria costata, Sargassum brinderi). Numerosos
estudios han demostrado que la FX posee propiedades biologicas relevantes para su
aplicacion en medicina, como la prevencion y tratamiento del CP (Lourenco-Lopes et al.,
2021). En Sudeste asiatico, es corriente consumir FX mediante el uso cotidiano de algas
comestibles como el conocido Wakame (familia Undaria) y Kombu (familia Laminaria)
(Maeda et al., 2008). La FX, de formula molecular C4,Hs3Os se organiza en una cadena
de polieno central y dos anillos en su extremo (Figura 1). Como carotenoide, posee un
gran nimero de insaturaciones, teniendo la posibilidad de formar isémeros, cuatro en
concreto (Anexo 2) “all-trans, 13-cis, 13 -cis y 9’-cis” (Pajot et al., 2022). La via de
administracion preferente de la FX es la oral, por la seguridad que le confiere (Beppu et
al., 2009). En nuestro organismo, se convierte en fucoxantinol (FXOL) y luego en

amarouciaxantina A (AMA) (Anexo 3) en el intestino delgado e higado, respectivamente

(L. J. Martin, 2015).

Figura 1 : estructura quimica de la FX (Zarekarizi et al., 2019).



OBJETIVOS:

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliogréafica de las publicaciones sobre
propiedades terapéuticas de la FX para dar a entender a cualquier usuario los aspectos
mas relevantes de su uso en el tratamiento y prevencion del CP y en base a esos resultados:

1. Explicar los principales efectos antitumorales de la FX en el CP y los mecanismos
moleculares subyacentes: efectos sobre la viabilidad celular, proliferacion celular,
apoptosis y metastasis.

2. Discutir aspectos importantes de la FX, incluyendo su inestabilidad de
procesamiento, almacenamiento e inestabilidad de digestion gastrointestinal que
influyen en su biodisponibilidad, bioaccesibilidad y eficacia terapéutica.

3. Abordar la micro- y nano-encapsulacion como tecnologias beneficiosas para la

aplicacion de la fucoxantina en procesos tumorales.



METODOLOGIA:

Con el fin de cumplimentar con exactitud los objetivos planteados alrededor de las
propriedades terapéuticas de la FX en el CP, se realizé una revision bibliografica. Los
dispositivos electronicos utilizados fueron un ordenador portatil, una tablet y un teléfono
movil. En primer lugar, he consultado los recursos digitales de la Biblioteca CRAI Dulce
Chacon de la UEM que proporcionan una amplia gama de bases de datos para el ambito
de Ciencias Biomédicas y de la Salud, y he elegido a Pubmed, Medline Complete para
mi busqueda. Luego, independiente a esa herramienta, y para completar mi investigacion
cientifica, he utilizado Elservier y Google Scholar. Para buscar informacion, he utilizado
términos claves que tenian que aparecer en el titulo y resumen de cada referencia. En la
parte de exploracion de la FX, he introducido los siguientes términos: “Fucoxanthin”,
“Therapeutic Effet”, “Bioavailibility”, “Bioaccessibility”, “Stability”. “Micro
encapsulation”, “Nano encapsulation”, ‘“Nanoparticles”, “Microcapsules”. Para la
investigacion sobre el CP, las siguientes palabras: “Lung cancer”, “Lung carcinoma”
“Epigenetic”, “Genetic”, “Mutation”, “Epidemiology”, “Cell cycle”, “Apoptosis”,
“Migration”, “Metastasis”. Para encontrar resultados relevantes sobre la FX y el CP
combinados, he mezclado las palabras anteriores, ademads, he utilizado los operadores
logicos “AND” y “OR” entre cada palabra en la busqueda avanzada de cada base de datos
con el fin de refinar los resultados. He seleccionado a 38 referencias bibliograficas, la
mayoria publicadas en los 10 tltimos afios, también he incluido algunas fuentes anteriores
al afio 2012 por la importancia de su contenido e informacion para el desarrollo del

presente trabajo.



DISCUSION:
1. Efectos antitumorales de la FX en el CP:

Podemos usar la FX en el CP humano ya que interviene en distintos puntos claves de su
desarrollo y, sobre todo, debido a su amplio espectro de accién que incluye distintas
células de CP. En un estadio precoz de la enfermedad, por su efecto antiproliferativo
mediante la induccion de apoptosis e inhibicion del ciclo celular, la FX tiene una actividad
tanto preventiva, como curativa. En una fase mas avanzada, es capaz de impedir el
proceso de metastasis por inhibicion de la capacidad de migracion e invasion de las
células que ya entraron en un proceso neoplésico. Para demostrar este hecho, el TFG se
basara en estudios clinicos donde se ensaya la FX extraida del alga parda Laminaria
Japonica en experimentos in vitro e in vivo con el fin de entender los mecanismos
involucrados en las distintas propriedades anticancerigenas de esa sustancia y demostrar
su potencial terapéutico en el CP.
1.1.La FX inhibe la proliferacion de células de CP in vitro:

En condiciones normales, existe un equilibrio entre proliferacion celular y apoptosis, de
manera que, en el CP, esa armonia se rompe, la balanza se desplaza hacia la proliferacion
y se descontrola el ciclo celular del tejido epitelial pulmonar. Una serie de cientificos han
confirmado que la FX tiene un potencial antiproliferativo en diferentes tipos de
carcinomas, como de la prostata, de mama, de colon, de estdmago, etc. (Rengarajan et al.,
2013). Se investigo el efecto citotoxico de la FX aislada de Laminaria Japonica sobre las
células no pequeiias de CP, siguiendo el protocolo del cell counting kit-8 (CCK-8) en el
cual, las células se sembraron en una placa de 96 pocillos. Los cuatro tipos celulares
(A549, SPC-A1, H460 y H1299) fueron sometidas a 6 dosis de FX (0, 12.5, 25, 50, 75 y
100 uM) por un periodo de 24, 48 y 72 horas (

Figura 2). En base a los resultados, se puede evidenciar que la FX inhibe de manera
significativa la proliferacion celular in vitro, ademas, ese efecto antiproliferativo es dosis
y tiempo dependiente, es decir, que a mayor tiempo de incubacion y dosis de FX, menor

es el porcentaje de viabilidad celular (Mei et al., 2017).
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Figura 2 : Efectos de la FX en la proliferacion de células humanas de CPCNP (Mei et al., 2017)

Para evaluar la viabilidad de las células de adenocacinoma pulmonar humano PC9 y PC9
resistente a Gefinitif (PC9/G) frente a FX, se valor6 de forma comparativa en
combinacién con la actividad de un farmaco antitumoral Gefinitib, que bloquea
selectivamente la proteina EGFR (Figura 3). La actividad citotoxica de la FX frente a las
dos lineas de células fue valorada de la misma forma que el ensayo CCK-8 del afio 2017,
es decir, sometiéndolas a diferentes concentraciones de FX, durante 24, 48 y 72 horas
(Figura 3C y Figura 3D). En este ensayo, como en el anterior, se confirma que la FX
inhibe de manera significativa las células PC9 y PC9/G y esta inhibicion de proliferacion
celular es dependiente de dosis y tiempo (Ming et al., 2021). En la Figura 3A se puede
observar que a bajas concentraciones de Gef, las células PC9 son mas sensibles a su efecto
antiproliferativo, mientras que las PC9/G son resistentes a altas concentraciones de Gef
(Figura 3B). En la Figura 3E y Figura 3F, se puede ver que la combinacién de FX con
Gef aumenta claramente la inhibicion del crecimiento celular tanto en PC9 como en
PC9/G. Los datos obtenidos en los 2 ensayos han permitido demostrar que la FX es capaz

de inhibir la proliferacion de células no pequenas de CP (A549, SPC-A1, H460 y H1299)
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y de células de adenocarcinoma pulmonar humano (PC9 y PC9/G) in vitro. Ademas, la
combinacion de FX con Gef, aumenta la sensibilidad de las células PC9 Y PC9/G al

tratamiento in vitro con Gef (Ming et al., 2021).
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Figura 3: Efectos de la FX combinada con el farmaco Gefinitib sobre las celulas PC9 y PC9/G
de CP humano (Ming et al., 2021).

1.2.La FX inhibe el ciclo celular in vitro:
El ciclo celular es imprescindible para la generacion de nuevas células en el periodo
embrionario, asi como para la renovacion de células adultas dafiadas. Las fases S y M son
claves en el ciclo celular, en la primera, se duplica el ADN y en la mitosis, la célula madre
se divide en dos células. La fase G, y G, permiten que se desarrollen de manera adecuada
las dos otras fases. La FX ha demostrado su efecto antiproliferativo mediante la inhibicion
del ciclo celular en varios tipos de células de CP (Rengarajan et al., 2013), como se
confirmo in vitro en el estudio anterior. A través de un nuevo ensayo, se ilustro el efecto

de la FX sobre del ciclo celular. Las células A549 y H1299 se trataron a una posologia de
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12.5, 25 y 50 uM de FX por 48h y se analizaron mediante una citometria de flujo.
Transcurridos los 2 dias de tratamiento, el porcentaje medio de células en la fase Go/G,
fue del 40 — 70 % (incluidas A549, H1299 y células del grupo control de cada una). A
medida que el ciclo celular entraba en fases posteriores, (S y G,/M), ese porcentaje
disminuia. La actividad de la FX fue dependiente de dosis, es decir, que, a mayor
concentracion de carotenoide, menor porcentaje de células sobrevivieron a lo largo del

ciclo celular. (Mei et al., 2017).

1.3.La FX induce la apoptosis in vitro:
La apoptosis es un mecanismo fisioldgico de muerte celular programada que elimina las
células infectadas, mutadas o dafiadas. Las alteraciones a nivel de este mecanismo
regulado favorecen el desarrollo de tumores (Rengarajan et al., 2013). El andlisis del
estudio anterior con citometria de flujo permitié medir el grado de apoptosis tras el
tratamiento de las células A549 y H1299 con FX in vitro. En la primera célula, se puedo
observar un 26 %, 38% y 40% de tasa apoptotica a las siguientes concentraciones de FX
respectivamente 12.5, 25y 50 uM. En las células H1299, la apoptosis fue presente en un
18%,24,y 28% (12.5,25 y 50 uM de FX). Comparando con el grupo control de cada una
de ellas, donde solo se detectd un 1-2% de apoptosis, se puede observar que la induccion
de apoptosis en células no pequefias de CP por parte de la FX es dependiente de
concentracion, lo que proporciona resultados positivos in vitro (Figura 4) (Mei et al.,

2017).
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Figura 4 : Efectos de la FX en la apoptosis de células A549 y H1299 (Mei et al., 2017).
1.4.Efecto de la FX en la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular in
vitro:
Un proceso tumoral se desencadena por alteraciones tanto genéticas como epigenéticas
que modifican la expresion de genes que codifican proteinas involucradas en el ciclo

celular, activando a oncogenes o inactivado a genes supresores. La proteina p21“afl/cip! eg
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una CDKI (inhibidores kinasas ciclin-dependientes, en inglés cyclin-dependent kinases
inhibitors) que inhibe a las CDK (kinasas dependientes de ciclina, en inglés cyclin-
dependent kinases) evitando la progresion celular a fases G, y S. La proteina p53 es un
gen supresor que activa a la p21* ! favoreciendo que se inhiba el ciclo celular y que
se induzca la apoptosis. Recientemente, se confirmé6 que la FX es capaz de inhibir el
crecimiento celular in vivo e in vitro de CPCNP, a través de la modificacion en la
expresion de proteinas reguladoras, eso se debe a un aumento en la expresion de p53,
p21vafl/eirl (Ming et al., 2021). Para conocer el mecanismo celular a través el cual la FX
inhibe el ciclo celular y, por lo tanto, induce la apoptosis, las células A549 y H1299 se
sometieron de nuevo a FX y se extrajo el ARN celular. Para cuantificar la expresion de
proteinas reguladoras, se midieron los niveles de ARNm (que contiene toda la
informacion genética para sintetizar proteinas y su nivel se correlaciona con el grado de
expresion) de cada proteina por una RT-PCR cuantitativa. Se pudo valorar un aumento
en la expresion de p21vailerl en A549 y H1299. La proteina pS3 aumento su expresion en
las células A549 mientras que en H1299 no se pudo detectar. Podemos ver que la FX
activa la expresion de las proteinas p21*erly pS3 (in vitro) de células no pequenas de
CP, por lo tanto, se puede asegurar que la FX inhibe el ciclo celular en fase Go/G, (Figura

5) (Mei et al., 2017).
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Figura 5 : La FX inhibe el ciclo celular y induce apoptosis regulando p21"¥"*?!, p53, Bcl-2, PUMA y Fas
(Mei et al., 2017).
1.5.Efecto de la FX en la expresion de proteinas reguladoras de la apoptosis in
vitro:

Las caspasas son las principales proteinas de la apoptosis, que se activan al interactuar
con proteinas extracelulares (Fas) o intracelulares (Bcl-2 y PUMA). Las caspasas-3, 6 y
7 son efectores de muerte celular y la caspasa-8 es quien las activa. Al estudiar el ARNm

de las proteinas, se pudo ver que la expresion de PUMA y Fas fue regulada positivamente
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mientras que Bcl-2 negativamente, otra vez de forma dosis-dependiente en las células
A549 y H1299 (Figura 5). Ademas, utilizando las mismas células, se estudio el efecto de
la FX sobre la caspasa-3 y 8 y se analizaron los resultados por colorimetria. Se puede ver
en la Figura 6 que la FX aumenta la actividad de la caspasa-3 y caspasa-8 en las células
A549 y H1299 con un comportamiento dosis dependiente. Asimismo, la FX es capaz de
inducir la apoptosis mediante la via de sefializacion intracelular y extracelular,

modificando la expresion de genes que codifican proteinas reguladoras (Mei et al., 2017).
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Figura 6 : Efectos de la FX sobre la actividad de la caspasa-3 y caspasa-8 (Mei et al., 2017).

1.6.Efecto de la FX sobre metastasis in vitro:
En un ensayo, se examin6 que la FX inhibe la metastasis de células de CP. Se eligieron
tres tipos celulares, A549, H1299 y H446 sometidas a una concentraciéon de 10 uM de
FX. Tras 48 horas de incubacion, se realizaron pruebas de invasién y migraciéon de
Transwell, obteniendo los siguientes resultados (Figura 7). Con respeto al grupo control,
se pudo apreciar el efecto inhibitorio de la FX en la capacidad de migracion e invasion de
los tres tipos de células, asimismo, la FX inhibi6 la metastasis de las células A549, H1299

y H446 en el CP (Ming et al., 2021).
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Figura 7 : Efectos de la FX sobre la migracion e invasion en células de CP (Ming et al., 2021).
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1.7.La FX inhibe la metastasis de las células de CP in vivo:
En el estudio anterior, se sefial6 la capacidad in vitro de atenuacion de la metastasis de
células de CP por la accion de la FX. En el presente estudio, se quiso demostrar lo mismo,
pero in vivo. Para ello, se inyectaron 2 millones células A549 en las venas de la cola de
ratones BALB/c de laboratorio y se dividieron en 4 grupos, segun el tratamiento recibido.
Se trato al grupo control con wuna solucién salina, el segundo, con
Diamminedichloroplatinum (DPP, un farmaco antitumoral a base de platino) y los dos
ultimos recibieron FX (50 y 150 mg/kg de peso corporal) (Figura 8). Los tridngulos,
representados en negro, corresponden al nimero de nddulos de los pulmones en cada
grupo. Con respeto al grupo control, que contiene 5 nédulos metastésicos, los pulmones
de ratones sometidos respetivamente a 50 y 150 mg/kg de FX solo presentaban 3 y 1
nédulo (Figura 8A). El andlisis histolégico posterior con tincidon de hematoxilina y eosina
(H&E) (Figura 8B) demostré una menor densidad de nédulos cancerosos en los dos
grupos de ratones tratados con FX. Con los datos obtenidos, podemos asegurar que un
tratamiento con FX reduce de manera significativa la cantidad de nédulos metastdsicos

de ratones portadores de células A549 de CP in vitro (Ming et al., 2021).
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Figura 8 : Efecto terapéutico de la FX en un experimento de metdstasis de pulmon (Ming et al., 2021).

De forma similar al estudio anterior, se manifiesto el potencial terapéutico in vitro de la
FX frente a células A549 de CP humano, inoculadas en ratones de laboratorio. Primero,
se inyectaron por via subcutdnea las células y pasados cinco dias, los ratones recibieron
un tratamiento por via oral durante cinco semanas. El grupo control recibié aceite de soja
virgen mientras que los tres grupos restantes recibieron FX en dosis de 5, 15 y 50 mg/kg
de peso corporal. Se puede observar que la FX disminuy6 de manera significativa el peso

de tumores solidos en los 3 grupos de ratones tratados con FX respecto al grupo control.

16



Ademas, a mayor dosis de tratamiento con FX, mayor fue la pérdida de peso de los
tumores (Figura 9C). Ademas, se pueden observar unas tasas de inhibicion del 62%, 70%
y78% a5, 15y 50 mg/kg de FX (Figura 9A), como resultado de disminucion de volumen
de tumor con un comportamiento dependiente de dosis. El tratamiento con FX no cambio
de manera significativa el peso corporal de los ratones de laboratorio (Figura 9D) (Mei et

al., 2017).
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Figura 9 : La FX inhibe el crecimiento del xenoinjerto tumoral A549 in vivo (Mei et al., 2017)

1.8.La FX induce la apoptosis in vivo:
La apoptosis es favorecida mediante la regulacion positiva en la expresion de caspasas y
regulacion negativa de proteinas con potente poder supresor de apoptosis como las
proteinas Bcl-2 y Bcel-x. Se demostré que la FX induce la apoptosis mediante la
disminucién de expresion de proteinas anti-apoptéticas y por la activacion de caspasas
(Rengarajan et al., 2013). Para estudiar el mecanismo mediante el cual la FX es capaz de

inducir la apoptosis, se realizoun ensayo TUNEL, para detectar el porcentaje de células
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apoptdticas en el tumor después del tratamiento con FX. Ademés, mediante el analisis
por tinciéon inmunohistoquimica, se evalud el efecto de la FX sobre la expresion de
proteinas implicadas en la apoptosis, Bcl-2 y caspasa-3. En la Figura 10, la FX favorece
la apoptosis en células A549 de los ratones de laboratorio, con un comportamiento
dependiente de dosis. En el grupo de ratones sometidos a 50 mg/kg de FX, se detectaron
un 50% de células apoptoticas positivas en el tumor, mientras que en el grupo control,
solo se detectdé un 5%. En el tejido tumoral, de acuerdo con los resultados anteriores
obtenidos in vitro, en tratamiento con FX, la expresion de Bcl-2 disminuy6 y de caspasa-
3 aumento, de forma dosis dependiente. En base a esos datos, se puede confirmar que la
FX induce la apoptosis in vivo, regulando positivamente la expresion de Bcel-2 y

negativamente a caspasa-3 (Mei et al., 2017).

TUNEL Bcl-2 Caspase-3

70

5

s
&

&

=1

Positive cells (%)
8

Positive cells (%)
=

Positive cells (%)
=4

=

0
0
Control FX5 FX15 FX50 Control FX5 FX15 FX50

Control FX5 FX15 FX50

Figura 10 : Efectos de la FX en la expresion de las proteinas Bcl-2 y Caspasa-3 y tasas de apoptosis en tumores
de xenoinjerto A549 (Mei et al., 2017)

2. Inestabilidad de la FX:
La eficacia terapéutica de la FX se ve alterada por su inestabilidad a nivel de
procesamiento, almacenamiento y digestion gastrointestinal (Wang et al., 2020).
2.1.Inestabilidad de procesamiento y almacenamiento de la FX :
De acuerdo con la estructura general de la FX, al igual que los carotenoides, la FX es
sensible a condiciones externas desfavorables (Sun et al., 2018) y se puede degradar por
reacciones de oxidacion e isomerizacidn como consecuencia de su exposicion al calor,
luz, oxigeno, enzimas... (Zhao et al., 2014). Esa inestabilidad en etapas de procesamiento
y almacenamiento influye en su uso como nutracéutico (Wang et al., 2020). En un estudio,
se investig6 la inestabilidad de la FX al someterla a diferente pH, temperatura y
condiciones de almacenamiento. En el primer ensayo, se evalud la estabilidad de la FX a
diferentes valores de pH (2.0, 4.0, 6.0, 7.0, 8.0 y 10.0). Para ajustar su pH a valores

deseados, se utilizaron 3 soluciones amortiguadoras (o tampon): citrato de sodio (pH 2.0-

18



P
z
a
@

D
>

o
*

o
[

Fucoxanthin concertration {mgL}
o B

-
- N

4.0), fosfato de sodio (pH 6.0-8.0) y glicina-NaOH (pH 10.0), se incub¢ la FX en esos
buffers durante 60 minutos a una temperatura de 37°C. Se puede observar (;Error! No
se encuentra el origen de la referencia.A) que a pH acido (2.0-4.0) se detectaron bajas
concentraciones de FX (< 0.6 mg/L), mientras que a pH neutro y alcalino (6.0-10.0) se
detectaron concentraciones mayores de FX (> 1.0 mg/L). En base a eso, y de acuerdo con
el hecho que la FX puede ser facilmente degradada por su exposicién a un medio acido
(Wang et al., 2020), la estabilidad de la FX es muy baja en condiciones acidas y aumenta
mientras a medida que el pH se alcaliniza (Kawee-ai et al., 2013). La estabilidad térmica
se valor¢ utilizando FX a una densidad de 1.35 mg/L en una soluciéon tampon de fosfato
con un pH neutro (igual a 7) e incubando la mezcla durante 60 minutos en un bafio maria
para alcanzar temperaturas entre 25 y 100°C. Los resultados obtenidos (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.B) confirman que la FX es sensible a altas
temperaturas, en la cual se puede ver que, a una temperatura igual a 100°C, disminuye su
concentracion, por el efecto del calor que la degrada, mientras que a temperaturas
comprendidas entre 25 y 50 °C, no se aprecian cambios significativos de cantidad de FX
(Kawee-ai et al., 2013). Por ultimo, se valor6 la estabilidad de la FX en el proceso de
almacenamiento a dos temperaturas (4 y 25C°) en un ambiente oscuro durante 6 meses
(;Error! No se encuentra el origen de la referencia.C). Se puede percibir que, a una
temperatura ambiental de 4 o 25°C por un periodo de almacenamiento de 2 meses, no se
ve alterada la FX, mientras que, transcurrido ese tiempo, se degrada siendo mas
significativo a mayor temperatura de almacenamiento (25°C). Cabe anadir que, en
condiciones oscuras de almacenamiento, la degradaciéon de FX también ocurre. Para
poder ser almacenada de forma 6ptima, la FX tendria que conservarse a una temperatura

inferior a 4°C a un pH alcalino (Kawee-ai et al., 2013).
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Figura 11 : Estabilidad de la FX a diferente pH (A), temperatura (B) y periodos de almacenamiento (C)(Kawee-ai et
al., 2013).



En otro estudio, se quiso valorar la estabilidad de la FX extraida de Sargassum brinderi
en diferentes condiciones de almacenamiento. En un primer experimento, se evaluo el
impacto de la suplementacion de un agente antioxidante (acido ascorbico) sobre la
estabilidad de almacenamiento de la FX en condiciones de luz y oscuridad, por un periodo
de 4 semanas. Se prepararon 3 muestras de FX y se afadi6 el acido ascoérbico hasta
obtener unas concentraciones en porcentaje peso volumen (% p/v) del 0.1, 0.5y 1.0 % de
acido ascorbico, la muestra control solo contenia FX. Cada muestra se dividio en dos, un
grupo sometido a luz, el otro a oscuridad, la estabilidad de la FX se valoré durante un
mes. Se puede observar (Figura 12) que, pasada una semana, todas las muestras de FX
(incluido el grupo control) expuestas a la luz se degradaron de modo importante, aunque

se le afiadi6 un agente antioxidante a distinta concentracion (Hii et al., 2010).
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Figura 12: Estabilidad de la FX tratada con acido ascorbico y expuesta a la luz (Hii et al., 2010).

Sin embargo, se pudo observar que la suplementacion de acido ascorbico almacenado en
condiciones de oscuridad permite retener la pigmentacion de la FX, aproximadamente en
un 56, 66 y 71% en muestras de FX y acido ascérbico (respetivamente en un %p/v del
0.1, 0.5 y 1.0). La muestra control demostr6 una retencion de pigmento inferior al 50%,
esos datos surgieren que, a mayor suplementacion de agente antioxidante, mas estable es
la FX en condiciones oscuras de almacenamiento. De acuerdo con los resultados
anteriores, aunque la FX se mezcle con acido ascorbico, si se almacena en presencia de
luz, se degrada, reteniendo la pigmentacion del carotenoide en una proporcion < 10%, sin
importar que sea la muestra control o con agente antioxidante (Hii et al., 2010).

En el segundo ensayo, se valor¢ la estabilidad de la FX a diferentes pH (3.0, 5.0, 7y 9)

durante el mismo periodo de almacenamiento, también en condiciones oscuras y claras

20



de almacenamiento. Se pudo ver, que, en condiciones oscuras, la FX demostré una mayor
estabilidad a un pH igual a 9, mientras que a un pH igual a 3, fue minima, lo que confirma
que el carotenoide se degrada en condiciones 4acidas y es mas estable a un pH alcalino
(Hii et al., 2010).

En un estudio, se realizaron varios ensayos para conocer las reacciones quimicas
involucradas en la degradacion de la FX por su exposicion al calor, aire y luz. La FX fue
extraida y purificada del alga parda Costaria costata y mezclada en un disolvente, aceite
de canola, para su posterior andlisis. Primero, se realiz6 una cromatografia liquida
(HPLC) para identificar a los diferentes isomeros de la FX. El cromatograma a una
longitud de onda de 450 nm (Figura 13) resultante revelo 4 picos, correspondientes a los
4 isomeros de la FX que existen, el “all-trans”, 13-cis, 13’ cis y 9’-cis. Eso nos permite
asegurar que bajos ciertas condiciones (calor, luz, aire,) la FX puede sufrir isomerizacion,

dando lugar a diferentes estructuras derivadas de ella misma, es decir, isdmeros.

mAU _: Norm.
25 4
a0 204 ’
] 15 3
30
i 10
20
] 54
104 o037
] JI 2 3 4
g r|
04— J\)'\_,_,_)'\_.—.
9 T T T T ] T T T T l T T T T I T T T T
0 5 10 15 min

Figura 13 : Cromatograma HPLC a 450 nm y espectros UV-VIS correspondientes obtenidos de aceite de canola que contiene
fucoxantina purificada. Picos: 1, all trans; 2, 13-cis; 3, 13’ -cis; 4, 9’-cis (Zhao et al., 2014).

En un segundo ensayo, se estudio el efecto del calor sobre esos isomeros, en ausencia de
aire y luz. El aceite de canola recibi6 un tratamiento térmico a distintas temperaturas: 25,
37, 60 y 80 °C. La concentraciéon del isémero all-trans y total de FX disminuyo
gradualmente a lo largo del aumento de temperatura entre 25 y 100°C. Por otro lado, a
una temperatura comprendida entre 37 y 100°C, los isémeros 13-cis y 13°cis aumentaron
su concentracion, mientras que el isémero 9’cis se degrado. Esos resultados sugieren que
el isomero all-trans se degrad6 por isomerizacion en 13-cis y 13°cis y que el isobmero 9’-
cis se degrado por oxidacion. De forma global, se puede ver que, al someterse al calor,
los perfiles de concentracion de la FX evolucionan mediante dos procesos, la degradacion
de compuesto (por oxidaciébn e isomerizacién) y formacion de compuesto (por

isomerizacion). Ese estudio junto a los resultados de los 2 anteriores sugieren que la FX,
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por exposicion a agentes externos, por su estructura, se degrada facilmente, por procesos

quimicos (Zhao et al., 2014).

2.2.Inestabilidad de digestion gastrointestinal de la FX:
En general, para ser absorbidos por las células intestinales epiteliales, los carotenoides se
deben solubilizaren el liquido digestivo (Kotake-Nara & Nagao, 2011). Asimismo, como
carotenoide liposoluble, la FX debe liberarse de la matriz alimenticia para incorporarse a
las micelas lipidicas mixtas (Wang et al., 2020), donde se solubilizan y se vuelven aptas
para el proceso de absorcion. La biodisponibilidad depende de la proporcion de
carotenoide solubilizada en las micelas mixtas (Kotake-Nara & Nagao, 2011). Como
compuesto marino apolar e hidrofébico, la FX no es solubles en agua (Wang et al., 2020)
y tampoco en el liquido digestivo, lo que explica su baja biodisponibilidad (Kotake-Nara
& Nagao, 2011). En un primer estudio, se buscé informacion sobre el metabolismo y
absorcion de las epoxixantofilas (un amplio grupo de carotenoides que incluye a la FX)
para evaluar su biodisponibilidad, en 5 voluntarios sanos (3 mujeres y 2 varones). Para
ello, fueron sometidos a una semana de dieta con espinacas (Spiracia oleracea), con una
cantidad 3.0 mg de neoxantina cada dia y una semana de dieta con wakame (Undaria
pinnatifida), con dosis diaria de 6.1 mg de FX. Después, se evaluo la concentracion
plasmatica, del conjunto de epoxixantofilas y sus metabolitos por HPLC, para evaluar en
particular, la biodisponibilidad de FX y neoxantina. Los resultados en los 5 voluntarios
demostraron primero que después de una semana de dieta con espinacas, las
concentraciones plasmaticas de la neoxantina y sus metabolitos se encontraban alrededor
de 1nmol/L mientras que las de betacaroteno y luteina aumentaron significativamente. En
cuanto al fucoxantinol (FXOL), el metabolito activo de la FX, su concentracién
plasmatica después de 1 semana de ingesta de wakame era de 0.8 nmol/L, cerca del limite
de cuantificacion (1nmol/L) en todos los voluntarios (Asai et al., 2008). En un segundo
estudio, se investigd la farmacocinética de la FX y su metabolito, el FXOL, administrando
de forma oral un extracto de alga kombu que contenia 31 mg de FX a 18 personas
voluntarias. La sangre periférica fue recogida a distintos momentos, 5 minutos antes de
recibir el tratamiento y 0.5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas después y se analizaron las
concentraciones de FXOL por HPLC. Se puede ver (Figura 14) que la concentracion de
FXOL en el plasma aumento significativamente hasta 4 horas después de la
administracion del extracto de kombu, disminuyendo progresivamente alcanzando una
concentracion de 7.6 nmol/L a un tiempo igual a 24 horas. Los parametros

farmacocinéticos se calcularon mediante un programa de analisis farmacocinético no
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compartimental, en base a esas concentraciones del metabolito obtenidas a lo largo del
tiempo, obteniendo los siguientes resultados: concentracion plasmatica maxima (Crax)
igual a 44.2 nmol/L, tiempo a méxima concentracion (Tmax ) igual a 4 horas y area bajo

la curva (AUC) igual a 578.7 nmol/L (Hashimoto et al., 2012).
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Figura 14 : Perfil del FXOL a lo largo del tiempo después de una dosis de FX (Hashimoto et al., 2012).

En base a los resultados de los 2 estudios anteriores, se puede afirmar que la FX y su
metabolito, el FXOL tienen una biodisponibilidad mas baja que otros como carotenoides
como el betacaroteno y la luteina y que eso se debe principalmente a su caracter
hidrofébico como carotenoide liposoluble.

La estructura quimica de la FX liberada de la matriz se puede ver afectada por reacciones
de biotransformacion y metabolismo que ocurren principalmente a nivel del tracto
gastrointestinal e higado, por reacciones de hidrolisis, deshidrogenacion e isomerizacion.
El FXOL y AMA son los elementos bioactivos de la FX responsables de sus funciones
fisiologicas en el organismo, siendo su biodisponibilidad muy importante. La FX se
absorbe en forma de FXOL, por hidrolisis en el intestino delgado, que se convierte luego
a AMA en el higado (Hashimoto et al., 2012) por wuna reacciébn de
deshidrogenacion/isomerizacion, catalizada por una deshidrogenasa dependiente de
NAD(P)" (Lourengo-Lopes et al., 2021)(Anexo 4) . En el entorno gastrointestinal, el pH
acido y las lipasas pancreaticas juegan un papel en la degradacion y biotransformacion de
la FX. Por lo tanto, en el tracto gastrointestinal, la FX puede ser hidrolizada en metabolito
activo en el intestino delgado, ser absorbida y desempenar su funcion bioldgica o ser
degradada en el estbmago y como resultado, perder su eficacia terapéutica. El estudio de
la biodisponibilidad de la FX permite entender la relacion que existe entre los efectos del
pH y enzimas sobre su tasa de absorcion (Wang et al., 2020). En otro estudio, se investigd
el efecto del pH gastrico sobre la FX, utilizando FX pura (pure fucoxanthin, PF) (;Error!

No se encuentra el origen de la referencia.A), una emulsion que contiene FX, obtenida
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por mezcla de FX pura y aceite de oliva (5% p/p) con una solucidon acuosa que contiene
Tween 80 (1%, p/p) (fucoxanthin containing emulsion, FCE) (;Error! No se encuentra
el origen de la referencia.B) y un extracto dela microalga Nitzschia laevis (NLE)
(;Error! No se encuentra el origen de la referencia.C) con un porcentaje de 5.1 de FX,
las muestras fueron sometidas a distintos pH géstricos (;Error! No se encuentra el
origen de la referencia.) se puede observar la biodisponibilidad de los 3 tipos de
muestras de FX, tras su digestion a distintos pH géstricos. Al ser digeridos a un pH entre
4y 5, PFy FCE no demostraron diferencia significativa de biodisponibilidad comparando
con su digestion a un pH igual a 3. En cambio, si miramos los datos de biodisponibilidad
de NLE, se puede ver que fue bastante menor a pH 3 en comparaciéon con la
biodisponibilidad a pH 4 y 5. Eso significa que la estabilidad de la FX es mas baja a un
pH inferior a 3, intermedia entre a pH comprendido entre 3 y 5 y mayor a un pH 5-7.
Desde otro enfoque, al mirar las cifras de biodisponibilidad, una proporcion entre 40 —

70% de FX llego a circulacion periférica, siendo el 30% no biodisponible (Sun et al.,
2018).
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Figura 15: Efecto del pH gastrico en la recuperacion de FX : PF (4), FCE (B) Y NLE (C) (Sun et al., 2018).

La FX se convierte a FXOL durante la digestion a través de un proceso de desacetilacion.
Se supone que, entre muchas enzimas, la lipasa pancreatica tiene un papel principal en la
desacetilacion de FX a FXOL por su actividad esterasa. La lipasa pancredtica es esencial
en la digestion de lipidos y la bioaccesibilidad de los carotenoides al mantener la
formacion de micelas mixtas donde se incorporan los carotenoides. En un estudio, se
quiso valorar la accion de las lipasas pancredticas en la desacetilacion de la FX. Se realizo
una simulacion de digestion intestinal in vitro de FX en primer lugar, con pancreatina (P),
luego, con pancreatina y orlistat (inhibidor de las lipasas) (P+O) y, por ultimo, sin
pancreatina (P -) (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Los resultados

demostraron que después de 2 horas de digestion con pancreatina (P) el 53% de FX se
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detectdé como FXOL mientras que en el modelo de digestion con pancreatina y orlistat
(P+0O) y sin pancreatina, (P-), solo se

detectd un 3% de FXOL. En base a esos resultados, se puede ver que la lipasa pancreatica
contribuye a la desacetilacion de la FX en la digestion gastrointestinal simulada. También
se puede observar (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) que el 50 -70%
de la FX se recuper6 en las micelas mixtas después de la digestion intestinal, lo que
sugiere que parte de la FX no se metabolizo en FXOL y que esa parte pérdida de FX
puede atribuirse a su degradacion mediante oxidacion.
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Figura 16 : Efecto de la lipasa pancreatica sobre la desacetilacion de la FX durante una simulacion de
digestion intestinal in vitro (Sun et al., 2018).
Para evaluar la degradacion de FX por proceso oxidativo, se realizé una simulacién de
digestion en fase géstrica e intestinal para evaluar la bioaccessibilidad de la PF (FX pura)
en presencia de 0.02 y 0.04% de BHT (butilhidroxitolueno), un agente antioxidante. Se
puede observar (Figura 17) que la adicion de BHT resulto en un aumento de la
biodisponibilidad de FX a distinta concentracion, de forma dosis dependiente, con una
biodisponibilidad del 30% de FX a BHT 0.04%. Eso puede confirmar que la pérdida de

la FX durante la digestion in vivo se puede atribuir a la oxidacion.
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Figura 17 : Efecto de diferentes concentraciones de BHT sobre la bioaccessibilidad de la FX durante une

simulacion de digestion inestinal in vitro (Sun et al., 2018).

3. Nano- y micro-encapsulacion de la FX:

Debido a la amplia gama de bioactividades que la FX demostrd, se considera como un
farmaco de origen marino muy prometedor. Sin embargo, su inestabilidad y baja
biodisponibilidad cuando se administra por via oral limita su aplicaciéon en industria
farmacéutica (Chen et al., 2022). A través de las investigaciones descritas hasta ahora, se
ha podido valorar que, al ser inestable, la FX se degrada facilmente en presencia de luz,
calor y oxigeno adicionalmente, en el ambiente géstrico, por su sensibilidad al pH acido.
Ademas, se solubiliza y, por lo tanto, absorbe de forma dificil en el medio acuoso del
intestino por su cardcter liposoluble, llevando a wuna baja bioaccessibilidad.
Recientemente, la técnica de encapsulacion de compuestos bioactivos con el fin de
mejorar su estabilidad, solubilidad y bioaccessibilidad fue impulsada por la aparicion de
la micro y nanotecnologia (Wang et al., 2020). La encapsulacion se refiere al
empaquetamiento de particulas solidas, liquidas o gaseosas, en un nucleo, envuelto por
un material secundario, la matriz, de manera que ese nucleo permanece aislado del
entorno proximo. Las nanocapsulas tienen un tamafio inferior a 100 nandémetros (nm)
mientras que las microcapsulas son del orden del micrometro (Augustin & Hemar, 2009).
Ultimamente, se revisaron los avances tecnologicos de la micro- y nano-encapsulacion,
con el fin de lograr su eficacia en procesos tumorales. Se pudo ver que distintos
compuestos naturales como la proteina de suero, el almidon, la caseina, la zeina y gelatina
en un sistema de administracion (o vehiculo de entrega) en forma de emulsion se podrian
emplear como matriz para encapsular a la FX, permitiendo el aumento de su solubilidad,

estabilidad y biodisponibilidad. También se identificaron a diferentes técnicas para la
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encapsulacion de la FX con el fin de aumentar su bioaccesibilidad, entre muchas, la
liofilizacidon, homogeneizacion a alta presion, sonicacion, etc. (Wang et al., 2020) La
seleccion del material constituyente de la envoltura de la capsula de FX es muy
importante, siendo el elemento que forma una proteccion frente a su entorno circundante.
En un estudio, se quiso investigar el efecto de diferentes matrices que envuelven a la FX,
sobre su estabilidad y bioaccessibilidad. Por liofilizacion, se prepararon microcapsulas de
FX extraida de Undaria pinnatifida en forma de emulsion. Primero, se estudio el efecto
preventivo de cada biopolimero encapsulante de la FX frente al calor, en comparacion
con FX libre, es decir, sin encapsular. Las microcdpsulas y FX libre fueron sometidas a
una temperatura de 90°C durante 25 horas. Se puede apreciar, (Figura 18) que después
de 24 horas de tratamiento térmico a 90°C, la FX sin encapsular se degrado hasta alcanzar
casi una tasa residual nula. Sin embargo, se puede observar que las microcapsulas de FX
compuestas por maltodextrina (MD), gelatina (GEL), proteina de suero (WPI) y goma
arabiga (GA) de forma global, alcanzaron una tasa residual entre un 50-65%, evitando la
degradacion de la FX. Podemos concluir que la MD, WPI, GA y GEL, son matrices que
permiten disminuir la termo labilidad de la FX (Sun et al., 2018)
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Figura 18 : La estabilidad térmica de las microcapsulas de fucoxantina encapsuladas con diferentes materiales de pared a
90 °C (Sun et al., 2018).

Como lo hemos podido comprobar varias veces a lo largo de este trabajo, la FX es
inestable a pH acido, por eso, en un proceso de digestion géstrica, debido a sus numerosos
dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada, puede sufrir unas reacciones de adicion
electrofilica en el medio acido que degradan su estructura. Para comprobar la estabilidad
y bioaccesibilidad de las microcapsulas de FX elaboradas con diferentes compuestos

naturales, se llevd a cabo una simulacion de digestion in vitro. La estabilidad se evalud

27



mediante el analisis una solucion en etapa gastrica de digestion. La bioaccessibilidad se
valord por centrifugacion de la solucion en fase de digestion a nivel de intestino delgado,
obteniendo las micelas lipidicas para su posterior analisis. Los resultados demostraron
que, de forma general, la FX es mas estable envuelta en las microcépsulas. La FX libreno
encapsulada demostrd una estabilidad alrededor del 60% mientras que la FX encapsulada
en proteina de suero, goma arabiga y maltodextrina la supero, alcanzando 80% - 90% de
estabilidad gastrica. En el segundo ensayo de digestion a nivel de intestino delgado, lugar
donde se absorbe la FX en forma de FXOL, se calcul6 la cantidad de FX contenida en las
micelas, lo que corresponde a la cantidad de FX liberada de la matriz

alimenticia y disponible para la absorcion y condiciona la bioaccessibilidad. La FX libre
registro una bioaccessibilidad alrededor del 20% mientras que las microcapsulas de
maltodextrina, proteina de suero y goma ardbiga demostraron los mejores resultados de
bioaccessibilidad de la FX frente a otros materiales encapsulantes, como la gelatina, por
ejemplo, que al igual que la FX libre, no supero un 20%. Considerando los dos ensayos
anteriores, podemos afirmar que la microencapsulacion permite aumentar la estabilidad
gastrica, tanto en medio acido que en contacto con altas temperaturas y bioaccessibilidad
de la FX y que el WPI, MD y GA son buenas matrices para su formulacion en forma de
capsula (Sun et al., 2018). En base a esos datos, se puede asegurar que existe una
tecnologia que permite superar los factores limitantes del uso de la FX y, asimismo, en
forma de nano o microcépsula, puede ser aplicada en la prevencion y tratamiento del

cancer de pulmon.

3. Sostenibilidad:
El céncer es una de las principales preocupaciones de los sistemas sanitarios a nivel
mundial, en especial, el CP, el primero causante de muerte. Hoy en dia, existen diferentes
posibilidades terapéuticas para enfrentarnos a ese tipo de cancer, incluyendo
principalmente a la cirugia, radioterapia, quimioterapia para el tratamiento del CPCNP
(José Miguel, 2013). Esas terapias conllevan a numerosos efectos secundarios, cuando
alcanzan tejidos u 6rganos sanos, como pueden ser la alopecia, anemia, diarrea, nauseas,
vomitos, fatiga, cambios en la piel y unas, etc... Estudios previos tanto in vitro que in
vivo en modelos animales de experimentacion han demostrado que su exposicion a FX'y
FXOL no supone efectos adversos (Zarekarizi et al., 2019), lo que permitié ademas
descubrir que el uso de FX en animales y humanos resulta ser segura (Wang et al., 2020).

La FDA (Food and Drug Administration) autoriz6 el consumo de 3mg diarios de FX
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extraida de Phaeodactylum tricornutum sin limite de duracion de uso (Bae et al., 2020).
Lo siguiente sugiere que el desarrollo de la fitoterapia seria una alternativa para mejorar
ese problema de salud global. La suplementacion con FX permite prevenir y tratar el CP,
reduciendo los efectos adversos existentes de las terapias antineoplésicas actuales ademas
de mejorar la salud tanto fisica, mental y emocional del paciente.

Otro aspecto relevante de esa sustancia es su amplio catdlogo de bioactividades, que hace
que su uso no se restringa a una sola patologia, sino que engloba a una serie de procesos
patoldgicos. Asimismo, su explotacion como compuesto natural es justificada, ademas de
que su coste econémico no superara nunca las terapias anticancerigenas actuales, lo que
también permite reducir el coste global encaminado al tratamiento de CP.

Debido al alto potencial terapéutico de la FX y de los carotenoides xant6filas en general,
la comercializacion de compuestos derivados de algas marinas ha crecido rapidamente en
los Ultimos afios y seguird creciendo. La via de obtencion preferida de la FX es por
extraccion a partir de algas, debido al coste elevado de su produccion por sintesis quimica.
Sin embargo, su cultivo y recoleccion se ven afectados por factores ambientales
(contaminacién y cambio climatico) ademas de suponer impactos negativos sobre el
ecosistema natural, en el momento en que su demanda supera las fuentes naturales
existentes del producto. Para ello, se han desarrollado nuevas aéreas de investigacion para
su obtencion sostenible, como la biotecnologia marina o cultivo in vitro, que permitiria
enfrentarse a ese crecimiento del mercado de productos de origen marino, sin tener

impactos ecologicos (Bae et al., 2020).
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CONCLUSIONES:

La FX, un pigmento xantofila de origen marino se aplica en la prevencion y tratamiento
del CP. La revision bibliogréfica realizada al respeto puede concluirse de la siguiente
manera:

1. LaFX, por su efecto citotoxico es capaz de reducir la viabilidad de células tumorales
de CP inhibiendo la proliferacion celular (via el ciclo celular) e induciendo la muerte
celular (via la apoptosis). Esos efectos antitumorales son posibles por un mecanismo de
modificacion en la expresion de proteinas reguladoras o de su actividad. Ademas, la FX
inhibe la metastasis y, por lo tanto, la diseminaciéon a otros organos del CP por
impedimento de la migracion e invasion de células tumorales. En ndédulos metastasicos
implantados, también reduce su nimero, densidad, peso y volumen.

2. La estructura quimica de la FX y sus metabolitos (FX y AMA), los responsables de
sus funciones biologicas, biodisponibilidad y bioaccesibilidad se puede ver alterada en
etapas de procesamiento, almacenamiento y digestion gastrointestinal, lo que disminuye
su eficacia terapéutica.

3. Los ultimos avances tecnologicos han dado la luz a la nano- y micro-encapsulacion,
que permiten lograr la eficacia esperada de la FX en procesos tumorales. En especial, le
ofrece ser administrada por via oral en forma de capsula, como nticleo envuelto en un
material secundario, una matriz. Esa tecnologia permite proteger a la FX de su entorno,
bien gastrointestinal o circundante, permitiendo asimismo aumentar su estabilidad,

biodisponibilidad y bioaccesibilidad, y, por lo tanto, su eficacia terapéutica.
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Tabla de abreviaturas:

AMA: amarouciaxantina A
ADN:: acido desoxirribonucleico

ARN: 4cido ribonucleico
ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

CDK (kinasas dependientes de ciclina, en inglés cyclin-dependent kinases)

CDKI (inhibidores kinasas ciclin-dependientes, en inglés cyclin-dependent kinases

inhibitors)

CP: cancer de pulmén

CPCNP: cancer de pulmoén de células no pequenas
CPCP: cancer de pulmon de células pequefias
DNMT: ADN-metiltransferasa

EGFR: receptor de crecimiento epidérmico

FX: fucoxantina

FXOL: fucoxantinol

TTR: Registro de Tumores Torécicos

TP53: gen de la proteina tumoral p53
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Anexo 1: Nuevos casos y muertes por 36 canceres y todos los canceres
combinados en 2020 (Sung et al., 2021).

NO. OF NEW CASES (% NO. OF NEW DEATHS
CANCER SITE OF ALL SITES) (% OF ALL SITES)
Female breast 2,261,419 (11.7) 684,996 (6.9)
Lung 2,206,771 (11.4)  1,79,144  (18.0)
Prostate 1,414,259 (7.3) 375,304 (3.8)
Nonmelanoma of skin® 1,198,073 (6.2) 63,731 {0.6)
Colon 1,148,515 (6.0) 576,858 (5.8)
Stomach 1,089,103 (5.6) 768,793 (7.7)
Liver 905,677 (4.7) 830,180 (8.3)
Rectum 732,210 (3.8) 339,022 (3.4)
Cervix uteri 604,127 (3.1) 341,831 (3.4)
Esophagus 604,100 (3.1) 544,076 (5.5)
Thyroid 586,202 (3.0) 43,646 (0.4)
Bladder 573,278 (3.0) 212,536 (2.1)
Non-Hodgkin 544,352 (2.8) 259,793 (2.6)

lymphoma
Pancreas 495,773 (2.6) 466,003 (4.7)
Leukemia 474,519 (2.5) 311,594 (3.1)
Kidney 431,288 (2.2) 179,368 (1.8)
Corpus uteri 417,367 (2.2) 97,370 (1.0)
Lip, oral cavity 377,713 (2.0) 177,757 (1.8)
Melanoma of skin 324,635 (1.7) 57,043 (0.6)
Ovary 313,959 (1.6) 207,252 (2.1)
Brain, nervous system 308,102 (1.6) 251,329 (2.5)
Larynx 184,615 (1.0) 99,840 (1.0)
Multiple myeloma 176,404 (0.9) 117,077 (1.2)
Nasopharynx 133,354 (0.7) 80,008 (0.8)
Gallbladder 115,949 (0.6) 84,695 (0.9)
Oropharynx 98,412 (0.5) 48,143 (0.5)
Hypopharynx 84,254 (0.4) 38,599 (0.4)
Hodgkin lymphoma 83,087 (0.4) 23,376 {0.2)
Testis 74,458 (0.4) 9334 (0.1)
Salivary glands 53,583 (0.3) 22,778 0.2)
Anus 50,865 (0.3) 19,293 0.2)
Vulva 45,240 (0.2) 17,427 (0.2)
Penis 36,068 (0.2) 13,211 (0.1)
Kaposi sarcoma 34,270 (0.2) 15,086 (0.2)
Mesothelioma 30,870 (0.2) 26,278 (0.3)
Vagina 17,908 (0.1) 7995 (0.1)
All sites exduding 18,094,716 9,894,402
nonmelanoma skin

All sites 19,292,789 9,958,133




Anexo 2: Estructura quimica de de (a) fucoxantina all-trans (a), 9'-cis fucoxantina (b),
13-cis fucoxantina (¢) y 13'-cis fucoxantina (d) (Cordenonsi et al., 2017).
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Anexo 3: Estructuras quimicas de la Fucoxantina (FX) y de sus metabolitos
Fucoxantinol (FXOL) y Amarouciaxantina A (AMA) (L. J. Martin, 2015).

Fucoxanthin

Amarouciaxanthin A
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Anexo 4: Biotransformacién de fucoxantina. La Fucoxantina (FX) se hidroliza a

Fucoxantinol en el tracto gastrointestinal y luego se convierte en Amarouciaxantina
A (AMA) en el higado (Bae et al., 2020).
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