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RESUMEN

La radiacion ultravioleta provoca dafios en el DNA que pueden dar lugar a
cancer a la piel y otros efectos dafiinos a la salud. La radiacion ultravioleta B
(UVB) es causante del carcinoma de células basales, con una prevalencia en el
pais de 70-80 % y carcinoma de células escamosas, con una prevalencia de 20-
30 %. La radiacion ultravioleta A (UVA) puede producir melanoma, que tiene
menos de un 1 % de prevalencia, pero con una altisima tasa de mortalidad, 1 por
cada 100 mil habitantes en Chile. Los productos de proteccion solar comprenden
diferentes tipos de compuestos organicos o inorganicos, los cuales filtran un
amplio espectro de rayos UV solares y evitan los dafios inducidos por los rayos
ultravioleta en la piel. Sin embargo, estos productos fabricados por el hombre
podrian producir efectos negativos en la salud, generando la busqueda de
productos protectores naturales asociados a cosmeética y compatibles con el
medio ambiente. Los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) son metabolitos
secundarios presentes en algas rojas, tales como Mazzaella laminarioides (Luga
cuchara), los cuales presentan propiedades antioxidantes y fotoprotectoras. En
este estudio, una linea celular de queratinocitos (HaCaT) fue utilizada como
modelo de células de piel, para evaluar el efecto fotoprotector de
nanoformulaciones de quitosano conteniendo extractos de Luga cuchara con alto
contenido de MAAs en pre y post tratamiento con UVB. Los resultados de
fotoprotecciébn obtenidos de esta investigacion se realizan con MAA
nanoformulada en concentraciones de 15 a 45 ug/mL de contenido de MAA
encapsulada. Células HaCaT incubadas por 4 horas con las nanoformulaciones
presentaron una viabilidad similar a las células no expuestas al UVB, sometidas
a dosis de 5 a 30 J/cm?. Fue posible concluir un efecto fotoprotector al dafio UV
otorgado por las nanoformulaciones de extractos de alga (Luga cuchara) ricos en
MAAs mediante tratamiento previo a la irradiacion (pre incubacion) y posterior a
la irradiacion (post incubacién), demostrando su potencial aplicacibn como
protectores solares naturales.
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ABSTRACT

Ultraviolet radiation causes DNA damage that can lead to skin cancer and other
harmful health effects. Ultraviolet B (UVB) radiation causes basal cell carcinoma,
with a national prevalence of 70-80% and squamous cell carcinoma, with a
prevalence of 20-30%. Ultraviolet A radiation (UVA) can cause melanoma, which
has less than 1 % prevalence, but with a very high mortality rate, 1 per 100
thousand inhabitants in Chile. Sunscreen products comprise different types of
organic or inorganic compounds, which filter a broad spectrum of the sun's UV
rays and prevent UV-induced damage to the skin. However, these man-made
products could produce negative effects on health, generating the search for
natural protective products associated with cosmetics and compatible with the
environment. Mycosporine-like amino acids (MAAS) are secondary metabolites
present in red algae, such as Mazzaella laminarioides (Luga cuchara), which
exhibit antioxidant and photoprotective properties. In this study, a keratinocyte cell
line (HaCaT) was used as a skin cell model to evaluate the photoprotective effect
of chitosan nanoformulations containing Luga cuchara extracts with high MAAs
content in pre and post UVB treatment. The photoprotection results obtained from
this research are performed with nanoformulated MAA at concentrations of 15 to
45 pg/mL of encapsulated MAA content. HaCaT cells incubated for 4 hours with
the nanoformulations showed similar viability to cells not exposed to UVB,
subjected to doses of 5 to 30 J/cm2. It was possible to conclude a photoprotective
effect to UV damage provided by the nanoformulations of seaweed extracts (Luga
cuchara) rich in MAAs by pre-irradiation (pre-irradiation) and post-irradiation
(post-incubation) treatment, demonstrating their potential application as natural
sunscreens.
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1.- INTRODUCCION

El sol emite una gran cantidad de energia a la Tierra, de la cual sélo entre
un 6 % a 7 % corresponde a la radiacion ultravioleta (UV). Esta radiacion UV es
una forma de energia radiante invisible que cubre el rango de longitudes de onda
entre los 100 y los 400 nandémetros y usualmente es clasificada en tres
categorias: UVA que comprende desde los 315 a 400 nm, UVB desde los 280 a
315 nm y UVC que va desde los 100 a 280 nm.

Existe una relacion entre la energia de un foton UV y los enlaces quimicos
de muchas moléculas quimicas y bioldgicas. Por ejemplo, la radiacion UV de
longitud de onda menor de 240 nm rompe el enlace de la molécula de oxigeno
(O2) que posteriormente forma el ozono estratosférico. Asimismo, longitudes de
onda cercanas a los 250 nm incrementan la absorcion de UV por parte del DNA
y otras moléculas intranucleares, es por esto que la radiacién de 250 nm es usada

como germicida (Narayanan et al., 2010).

En el ser humano, una exposicién prolongada a la radiacion solar UV
puede producir efectos agudos y cronicos en la salud de la piel, los ojos vy el
sistema inmunitario. Las quemaduras solares son los efectos agudos mas
conocidos de la exposicion excesiva a la radiacién UV; a largo plazo, este dafio
acumulativo produce cambios a nivel celular en cada una de las diferentes capas
de la piel, del tejido fibroso y de los vasos sanguineos, que se puede traducir mas
tarde en el envejecimiento prematuro de la piel o en el peor de los casos en un
cancer, que se manifiesta con tumores, manchas, Ulceras, lunares o masas. La
radiacion UV puede producir también reacciones oculares de tipo inflamatorio,
como la queratitis actinica (MINSAL; 2018). Los efectos biol6gicos normales de
la sobre exposicion a la radiacion UV, estan asociados a graves dafios en los
sistemas vegetales por la alteracion de las funciones clorofilicas y por ende

disminucioén de las cosechas y el fitoplancton marino.
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La exposicion a la radiacién ultravioleta (UV) produce en el mundo entre 2
y 3 millones de casos de cancer a la piel no melanémico anualmente y
aproximadamente entre 365 mil casos de cancer de piel melanémico. Las
muertes en Chile llegan a 342 decesos al afio s6lo por esta causa. En la Region
del Biobio 20 personas presentan cancer a la piel no melanoma por cada 100 mil
habitantes. En el 2020, mas de 1 millon de chilenos tendra enfermedades
asociadas a la piel, incluyendo cancer melanoma y no melanoma (MINSAL,
2018). La radiacién UVB es causante del carcinoma de células basales, con una
prevalencia de 70-80 % y carcinoma de células escamosas, con una prevalencia
de 20-30 %. Por otro lado, UVA produce melanoma, que tiene menos de un 1 %
de prevalencia, pero con una altisima tasa de mortalidad de 1 por cada 100 mil
habitantes (MINSAL, 2018; Pacholczyk et al., 2016). El costo del cancer en Chile
fluctia entre 1 a 4 millones de pesos, y su tratamiento y sobrevivencia se basa
en un diagndstico precoz principalmente. El costo total del cancer en Chile se
eleva por sobre los U$ 2.107.065.985, equivalente al 1 % del Producto Interno
Bruto, justificando las investigaciones que se realicen al respecto (Cid et al., 2016;
Guy et al., 2015). Existe demostracién que cada uno de los tres principales tipos
de cancer de la piel son causados por la exposicion al sol (Amstrong y Kricker,
2001; Watson et al., 2016). La piel es el érgano mas susceptible al dafio por la
radiacion UV ya que esta directamente expuesto. La exposicion de la piel a la
radiacion UV tiene una serie de efectos bioldgicos, muchos de los cuales son
perjudiciales, una consecuencia es el dafio a las células epidérmicas (Clydesdale
et al., 2001). La radiacion UVA y UVB tienen el potencial de producir dafio al DNA
directa e indirectamente a través del estrés oxidativo, produciendo,
particularmente los dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPD) y los
fotoproductos (6-4) que inducen la mutacién en células epidérmicas, llevando el
desarrollo de células cancerosas. Los efectos de la radiacion UVB sobre el DNA
son causados principalmente por la formacion de fotoproductos diméricos entre
bases de pirimidina adyacentes en la misma cadena (Figura 1) (Ichihashi et al,
2003; Lawrence et al., 2018 b).
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Figura 1.- Alteracién de bases de pirimidina por radiacion UVB: (A) Bases de
pirimidina adyacentes en la misma posicion del dimero de pirimidina o (B)
fotoproducto (6-4) pirimidina-pirimidomo alterados por absorber energia de la
radiacion UVB. (Ichihashi et al., 2003).

Los protectores solares o fotoprotectores UV, actualmente utilizados
otorgan una proteccion temporal contra la radiacion UV. Estos son clasificados
por la naturaleza de sus ingredientes activos y son clasificados en filtros UV
organicos e inorganicos, basado en su composicion y mecanismo de accion. Los
filtros de tipo organicos son compuestos aromaticos, su mecanismo de accion se
basa en la absorcion de la radiacion UV, y los filtros de tipo no organicos son
minerales que pueden absorber, reflectar y dispersar la radiacion UV (Mancebo
et al., 2014).

Las personas en general no hacen uso correcto de los protectores solares,
ademas de ser necesario volver aplicarse después de cierto periodo de tiempo,
ya que se pierde su efectividad. Ademas, existen algunas controversias con
respecto a algunos componentes de los filtros organicos e inorganicos. En
particular, los filtros tipo organicos basados en oxibenzona absorben radiacion
UVB y corto rango de UVA. Sin embargo, este compuesto ha recibido atencion
debido a la preocupacion por su potencial como disruptor hormonal, siendo
absorbido sistémicamente en el cuerpo y excretado a través de la orina y heces.
Varios estudios in vitro e in vivo en animales han demostrado que este compuesto

posee actividad estrogénica y antiandorgénica (Mancebo et al., 2014).
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La seguridad de nanoparticulas de dioxido de titanio y 6xido de zinc
también es motivo de investigacion. Los filtros inorganicos en base a
nanoparticulas de dioxido de titanio y 6xido de zinc tradicionalmente han sido
considerados seguros. Sin embargo, como el tamafio de las particulas disminuye
a través del tiempo, existe preocupacion de que los éxidos metalicos pudieran
penetrar la piel y causar un dafio local y toxicidades sistematicas,
especificamente relacionado con el dafio de radicales libres inducidos por la
radiacion UV (Mancebo et al., 2014). Ademas, se ha demostrado que una
cantidad significante de nanoparticulas de 6xidos metalicos en los protectores
solares puede ser liberado en el agua, y acumulado durante la circulacion a través
de un sistema de tratamientos de aguas como es el caso de piscinas (Wang y
Tooley, 2011). La molécula de peroxido de hidrogeno (H202) puede ser generada
por los componentes liberados por los protectores solares durante el proceso de
tratamiento UV. Sin embargo, la concentracion de H20:2 que puede ser entregada
en una piscina seria menor a la concentracién en la cual se produzca algun efecto

adverso a la salud humana (Soo-Kyung et al., 2016).

En la actualidad es de interés la investigacion relacionada con compuestos
gue absorben radiacion UV y que tienen un origen natural, como es el caso de
los aminoacidos tipo micosporina (MAAs). Los MAAs son metabolitos
secundarios presentes en alta abundancia en algas, principalmente en algas
rojas (Lawrence et al., 2018), pero que también incluyen una amplia gama de
seres vivos como bacterias heterotréficas, cianobacterias, liquenes, protozoos,
dinoflagelados, esponjas, corales, crustaceos, erizos de mar, peces (Lawrence
et al., 2018; Geraldes y Pinto, 2021; Rosic, 2021) y hongos donde fueron
originalmente descubiertos (Leach, 1965), y que cumplen funciones como
antioxidantes y fotoproteccion en estos organismos. El mecanismo propuesto
para la fotoproteccion de la radiacion UV estéa relacionado con la captura de la
radiacion UV y la posterior emisién de calor en algas (Hatakeyama et al., 2019:
Karisma et al., 2021). La fotoproteccion asociada al uso de MAAs tiene al menos
dos mecanismos diferenciables, uno relacionado con efectos antioxidantes

contra especies reactivas del oxigeno (ROS), (Kageyama y Waditee-Sirisatta,
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2019) y un segundo mecanismo a mas largo plazo que estaria relacionado con
la modificacion en la expresion de genes relacionados con efectos
antiinflamatorios (Suh et al., 2014), antioxidantes (de Freitas Silva et al., 2018) o
de reparacion de DNA (Sugasawa, 2016). Particularmente, Gaseca et al.,
proponen un mecanismo de interaccion directa con factores de transcripcion,
como Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1), que induce la respuesta a
estrés oxidativo en la célula, tanto con pretratamientos con MAA o tratamientos
posteriores a la exposicion a la radiacion UV (Gaseca et al., 2018).

Mazzaella laminarioides es un alga perteneciente al grupo de las
Rhodophytas (algas rojas), conocida también como Luga cuchara, debido a su
estipe caracteristica de forma acanalada (Tartarotti et al., 2004: Navarro et al.,
2016). Luga cuchara produce el metabolito secundario MAA (Korbee et al., 2005:
Velasco-Charpentier et al., 2016: Yang et al., 2018). Se han reportado estudios
de fotoproteccién al dafio de la radiacibn UV con MAAs, utilizadas como
preparacion topica, en ratones nude, sin mostrar efectos clinicos e
histopatoldgicos en la piel de ratbn que estuvo en contacto con la preparacion
tdpica con MAAs. La piel de raton que no estuvo en contacto con la preparacion
presento lesiones por dafo UV, tanto clinicos como histopatologicos (de la Coba
et al., 2009).

La principal innovacion de este trabajo esta relacionado con el uso de
nanoformulaciones con extractos de algas rojas ricos en MAAs, proveniente
desde un recurso bioecoldgico que agrega valor a las algas rojas y que son
capaces de proteger del dafio UV en un modelo celular de queratinocitos.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Fotoproteccién mediante productos naturales

El creciente conocimiento de los efectos fotobioldgicos de la radiacion UV
ha estimulado el debate sobre fotoproteccion. Los filtros UV disponibles
actualmente en los productos de proteccién solar se dividen en dos categorias:
organicos (también conocidos comuUnmente como quimicos) e inorganicos
(también conocidos como minerales). Estos filtros estan disefiados para
absorber, dispersar y reflejar los fotones UV con longitudes de onda de hasta 380
nm (Lyons et al., 2020).

Ensayos de fotoproteccion se realizan para investigar la capacidad de
compuestos de interés para bloquear o impedir el dafio fotoxidativo provocado
por la radiacion UV. Se ha descrito que una dosis de 15 J/cm? es capaz de
producir un dafo celular irreparable (Calé y Marabini, 2014). En un dia normal
este dafio se puede obtener aproximadamente tras 45 minutos de exposicion,
mientras otros autores describen dafo irreparable a los 15 minutos con 27,5
J/cm?, equivalente a 90 minutos de sol en la Riviera Francesa a mediodia del
verano (Suh et al., 2014).

Ensayos de fotoproteccion se han realizado con diversos compuestos
naturales, como licopeno o luteina, en los cuales se protegio de los efectos de la
radiacion UV a humanos voluntarios y se modifico la expresion génica de éstos.
Grether-Beck et al. (2014) demuestra que es posible distribuir oralmente estas
moléculas, con acumulacién en algunos tejidos.

De la Coba et al., (2009) demostraron fotoproteccién al dafio UV con MAAs
utilizando preparaciones topicas, las cuales se aplicaron en ratones nude. Los
MAAs Phorphyra 334 y Shinorina fueron extraidos desde el alga roja Phorphyra
rosengurttii y ensayados como fotoprotector en ratones sometidos a 3,87 J/cm?.
Los resultados comprobaron la ausencia de efectos clinicos e histopatolégicos

en la piel de raton en contacto con la preparacion tépica conteniendo MAAs, en
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cambio las zonas de la piel del ratén sin proteccion con MAAs, presentaron
edemas y eritremas, ademas de sintesis de novo de heat schok protein (HSP70),
marcador del dafio UV y aumento de la actividad de enzimas antioxidantes como

catalasa y superoxido dismutasa (Figura 2).
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Figura 2.- Sefales clinicas de exposicién al sol en piel de ratén 72 horas después
de una dosis UV de 3,87 Jicm?. A) Animales tratados con Porphyra 334 y
Shinorina 15 minutos antes de la exposicion y control sin pretratamiento. B)
Comparacién entre area fotoprotegida por la formulacion y el &rea no protegida
del mismo especimen (De la Coba et al., 2009).

Es posible realizar ensayos no invasivos y sin animales de
experimentacién que permitan modelar la interaccion de la radiaciéon UV y la piel,
tal es el caso de la linea celular de queratinocitos HaCaT. La linea celular HaCaT
es una linea celular ampliamente caracterizada y que fue inmortalizada en forma
espontanea por una mutacién, lo que permite validar sus valores de expresion
génica y compararlas a los efectos que se producirian en una célula normal. Las
células HaCaT presentan en cultivo mas de 140 divisiones celulares y a partir del
5° pasaje un tiempo de duplicacion de 24 horas (Boukamp et al., 1988).

Fotoproteccion al dafio UV ha sido demostrada en la linea celular HaCaT,
en base a emulsiones de etilacetato con polifenoles, con resultados de 50 % de
viabilidad celular, usando concentraciones de 50 ug/mL (Baccarin et al., 2015).
De la misma forma Chopra et al. (2016) obtuvo 100 % de viabilidad celular en
ensayos en la misma linea celular HaCaT, utilizando la emulsion del polimero
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lactico-coglicolido y curcumina, a 100 ug/mL. Joshi et al. (2018) usando una
emulsion de naringenina y polifenoles obtuvo 85 % de viabilidad celular, con 1
mg/mL de concentracion del compuesto en la nanoformulacion. Finalmente, Daré
et al. (2020) ha demostrado fotoproteccion midiendo citotoxidad, permeabilidad
celular y cambios morfologicos en queratinocitos (HaCaT) con un homogenizado
en base &cido protocatecoico y &cido fenolico a 50 ug/mL. La necesidad de
investigacion de estos fotoprotectores naturales y la busqueda de nuevos implica

aprovechar el enorme potencial que presentan las algas marinas en este aspecto.

2.2.- Algas, microalgas y macroalgas

Las algas son un grupo de plantas talofitas, unicelulares o pluricelulares,
gue viven preferentemente en el agua, tanto dulce como marina, y que en general
estan provistas de clorofila, acompafiada en ocasiones de otros pigmentos de
colores variados que enmascaran a esta; el talo de las algas pluricelulares tiene
forma de filamento, de cinta o de lamina y puede ser ramificado.

Las algas existen en la Tierra alrededor de 3.500 millones de afios atras y
son responsables de la gran oxidacion del planeta que permiti6 la vida y la
creacion de las condiciones propicias para la evolucion de otras especies. Las
algas se pueden dividir en dos principales grupos, las verde azules o
cianobacterias que son capaces de absorber un tercio del CO2 que se produce
en el planeta y las macroalgas a algas marinas que normalmente aparecen en
costas y playas (Deutsche Welle, 2022). Todas las algas son capaces de realizar
fotosintesis y afectan y regulan el delicado equilibrio de algunos ecosistemas,
junto a por ejemplo las bacterias en el Artico, siendo fundamentales en el futuro
y su relacion con la regulacion de los efectos del cambio climético (Fernandez-
Méndez et al., 2014). Por otro lado, hoy las algas son ampliamente utilizadas
como base de fertilizantes, pienso para animales, reduciendo hasta un 82% de
la produccién de metano del ganado vacuno y produccion de bioplasticos, como
poli-hidroxi-butirato, que podria ser una alternativa al uso de polipropileno (Koch
et al., 2020).
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Las algas marinas sintetizan diversos metabolitos secundarios entre los
gue se encuentran moléculas fotoprotectoras, antioxidantes o en respuesta al
estrés salino. En el caso de las moléculas fotoprotectoras las algas Chlorophyta
presentan una alta concentracion de trihidroxicumarinas, las algas Phaeophyta
presentan abundancia de polifenoles y las algas Rhodophyta o algas rojas
presentan altas concentraciones de aminoacidos tipo micosporina (MAAS)
(Figueroa et al., 2021).

Las algas rojas poseen mecanismos bioquimicos de proteccion al UV con
potencial en innovacién en biotecnologia, medicina y salud, relacionado con el
conocimiento de sus metabolitos secundarios. Las algas en Chile son un recurso
econdmico de gran valor y hay una importante cantidad de recurso humano que
depende de estos organismos. Mazzaella laminarioides es un alga perteneciente
al grupo de las Rhodophytas, algas rojas, conocida también como Luga cuchara,
debido a su estirpe caracteristica de forma acanalada. Los ingresos para los
recolectores son de $8.000 diarios por 40 Kg recolectados por persona, en
promedio (Tartarotti et al., 2004: Navarro et al., 2016). De las 27.000 especies de
algas conocidas en el mundo, este trabajo explora el potencial biotecnol6gico del
alga roja Luga cuchara, debido a su capacidad de sintesis de aminoécidos tipo
micosporina (MAA) y el interés en identificar nuevos tipos de MAA no descritas
en otras especies de algas rojas (Hartmann et al., 2015). Estas MAAs y su
mecanismo de fotoproteccion ha sido objeto de multiples investigaciones en
macroalgas y microalgas (Raj et al., 2021: Singh et al.,, 2021: Velasco-
Charpentier et al., 2016).

Se ha demostrado que extractos de Mazzaella laminarioides ricos en MAA
protegen del efecto UV a embriones de zebra fish, demostrando viabilidad de 92
% (Guinea et al., 2012). Los mecanismos moleculares y relacion directa con
genes como el factor de transcripcion KEAP1 han sido descritas ampliamente
(Hatakeyama et al., 2019: Kageyama y Waditee-Sirisattha, 2019: Gaseca et al.,
2018).
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Figura 3.- Mazzaella laminarioides o Luga cuchara. Se visualiza la estipe
caracteristica con forma tipica del alga (Fuente: Ministerio del Medio Ambiente,
2014).

2.3.- Micosporinas producidas por macroalgas

Las algas estan expuestas a altas dosis de radiacion ultravioleta-A (UV-A,
315-400 nm) y a radiacion ultravioleta-B (UV-B, 280-315 nm). Estos organismos
han necesitado evolucionar para sobreviviry, por ello, han desarrollado diferentes
mecanismos contra la radiacién ultravioleta. Estos mecanismos incluyen la
fotoproteccion a la radiacién UV, la activacion de la reparacion del DNA vy la
proteccion celular mediante la produccion de compuestos fotoprotectores como
la escitonemina, los carotenoides y los aminoacidos similares a la micosporina
(MAA) (Fuentes-Tristan et al., 2019).

En organismos marinos se desarrollaron mecanismos bioquimicos como
la biosintesis de MAAs que son capaces de detener el dafio asociado a la
radiacion UV (Bathia et al., 2019). Estas moléculas fueron caracterizadas por
primera vez en 1965 al realizar estudios en el hongo Ascochyta pisi y se asoci6
su funcién a mecanismos de esporulacién, similar a lo se ha propuesto en algas
rojas en periodos de reproduccién (Korbee et al, 2005). Posteriormente, en 1976,
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se logro dilucidar la estructura de una micosporina del hongo Stereum hirsutum,
a la cual se le denominé micosporina-310 (Favre-Bonvin et al., 1976).

La estructura quimica de las micosporinas corresponde a un anillo de
ciclohexanona conjugado con sustituyentes nitrogenados de un aminoacido o un
iminoalcohol, mientras que las MAAs poseen una estructura de ciclohexanamina
asociada a un aminoacido, aminoalcohol o un grupo amino (Miyamoto et al.,
2014). Actualmente, existen 23 MAAs reportadas, sumando recientemente a
éstas, las micosporina alanina hexosa y micosporina serina hexosa, descubiertas
en cianobacterias (Werner et al., 2021).

Estda ampliamente documentado que una de las funciones mas
importantes de las MAAs es la proteccion frente a la radiacion UV en diferentes
especies, incluyendo algas marinas, cianobacterias y algunos invertebrados
(Rosic y Dove, 2011: Singh et al., 2021). Estudios en microorganismos marinos
antarticos revelan que existe una gran presencia de MAAs con potencial
fotoprotector, especialmente de palythine, porphyra 334 y micosporina-Gly
(Hatakeyama et al., 2019).

Las algas producen MAAs como metabolito secundario, y en particular las
algas rojas presentan mayor bioacumulacion de este compuesto, aunque
también se encuentran en menor concentracion en algas verdes y pardas
(Korbee et al., 2005: Saavedra et al.,, 2019). La presencia de MAAs ha sido
reportada en géneros de algas rojas, tales como Chondrus, Palmaria, Porphyra,
Gracilaria, Curdiea, Grateloupia, Desmarestia, entre otras. Las MAAs presentes
y que tienen funcién fotoprotectora son Palitina (palythine-320 Amax nm), Palitena
(palythene-360 Amaxnm), Porphyra-334 (334 Amax nm), Asterina 330 (330 Amaxnm),
palitinol (332 Amax nm), shinorina (334 Amax NM) y micosporina-glicina (335 Amax
nm) (Ngoennet et al., 2018: Figueroa, 2021).

La biosintesis de MAAs ocurre en bacterias, cianobacterias, fitoplankton,
microalgas y macroalgas a través del ciclo del acido shikimico (figura 4). Esta
ruta comienza con el fosfoenol piruvato de las glucdlisis y la eritrosa-4-fosfato de
la ruta de la pentosa fosfato. Posteriormente, la enzima DAHP sintetasa y DHQ

sintetasa formaran 2-ceto-3 deoxi-D-arabinoheptulosinato-7 fosfato y 3-
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hidroquinato (Bathia et al., 2019). Esto da paso al precursor de todas las
micosporinas, 4-deoxygudasol; tras la sintesis del precursor se forman las
micosporinas gadusol (Amax=269 nm en medio basico, Amax=296 nm en medio
acido), euhalothece-362 (Amax=362 nm), micosporina-taurina (Amax=309 nm) y
micosporina-glicina (Amax=310 nm), estas dos ultimas son las Unicas micosporinas
de origen marino que son del tipo aminociclohexanona (Carreto y Carignan,
2011). Posterior a la formacion de los precursores antes mencionados, se puede
observar a grandes rasgos diferentes familias formadas a partir de estos. Por
ejemplo, del precursor micosporina-glicina se desprenden la familia M-Gly-
Serina, M-Gly-Glicina, M-Gly-Alanina, M-Gly-Treonina, M-Gly-Valina; del
precursor 4-deoxygudasol, se pueden observar la familia de las micosporinas
asociadas al 4cido glutamico, familia de la serina, familia de la palythine, familia
de la glutamina, entre otros derivados como la micosporina-taurina antes
mencionada. Otra clasificacion para las micosporinas se basa en la relacion entre
el grado de sustitucion y la longitud de onda que absorben, micosporinas mono-
sustituidas absorben alrededor de los 310 nm y las bisustituidas absorben entre
320-360 nm. Las MAAs mono-sustituidas son precursoras de las bisustituidas, un
ejemplo de esto es la sintesis de shinorina y porphyra-334 (bisustituidas, 334 nm)
a partir de micosporina-glicina (monosustituida, 310 nm) (Singh et al., 2008).

Diversos autores han logrado aislar y purificar con alta pureza MAAs desde
organismos bioacumuladores. La pureza de las MAAs obtenidas desde distintos
extractos fue verificada por analisis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC) acoplada a espectrometria de masas (Ngoennet et al., 2018: de la Coba
et al., 2019).
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Figura 4.- Ruta metabdlica propuesta para la sintesis de micosporinas (MAAS).
Esta deriva de la glicélisis, mediante la ruta pentosa fosfato, destacando el acido
shikimico y deoxigadusol como precursores, con su caracteristico anillo ciclo

hexaminico (Sinha et al., 2007).
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COX- 2 mRNAs

2.4.- Aspectos moleculares de la fotoproteccién

Se ha identificado que en presencia de MAAs se modifica la expresion de

ciertos genes como COX-2 y otras ciclooxigenasas disminuyendo la respuesta

inflamatoria de la célula (Suh et al. 2014) (Figura 5).
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Figura 5.- Efectos directos en la expresion de mRNA de COX-2 en fibroblastos

en cultivo (Suh et al. 2014).

Se ha propuesta que MAAs de algas marinas son capaces de interaccionar

directamente con la via de reparacion global de nucledticos (NER) de células

eucariontes (Reef et al., 2009). En la via de NER de los mamiferos, participan

diversos complejos proteicos como el xeroterma pigmentoso del grupo C (XPC)

y el xeroterma pigmentoso del grupo A (XPA). XPC detecta la presencia de bases

normales en el duplex del DNA. Se ha propuesto que los genes XPC y XPA

regulan el sistema de reparacion al dafio producido en el DNA y son modulados

por la exposicion al UV como muestra la figura 6 (Sugasawa, 2016).
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Figura 6.- Mecanismo de reparacion del DNA producido por dafio UV (Sugasawa,
2016).

Las chalconas, una cetona aromética y un enona que forma el nucleo
central para una variedad de compuestos bioldgicos importantes, han mostrado
un amplio espectro de actividades bioldgicas con potencial clinico. Las chalconas
podrian activar la via Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) / Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (NFR2) funcionando como sensor del estado
redox de la célula. Este factor de transcripcion NFR2 regula la expresion inducible
de numerosos genes de enzimas destoxificantes, antiinflamatorios vy
antioxidantes y esta asociado a la proteina KEAP1, que responde al dafio
fotooxidativo (de Freitas Silva et al., 2018) (Figura 7).
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Figura 7.- Mecanismo propuesto para sistema KEAP1-Nfr2. Micosporinas son
propuestas en interaccion directa con KEAP1 (Gaseca et al. 2018: de Freitas-
Silva et al. 2018).

En muchas células el dafio acumulativo inducido por luz UV puede
promover la muerte celular por apoptosis, por lo que estudiar este mecanismo
permitiria evaluar si existe un rol fotoprotector usando MAAs. La apoptosis suele
estar desregulada en varias enfermedades humanas. La apoptosis inducida por
el dafio UV es sistema modelo para estudiar las consecuencias del mal
plegamiento de las proteinas y esta mediada por la familia de proteinas, como
primera proteina conocida es el protooncogen B-cell lymphoma 2 (Bcl-2). La
proteina Bcl-2 es un regulador clave de la apoptosis, el suicidio celular critico
para el desarrollo, la homeostasis celular y la proteccidn contra patdégenos y se

ha establecido su respuesta al dafio por UV (Roufayel, 2016) (Figura 8).
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Figura 8.- Mecanismo de apoptosis bajo el control de la familia de proteinas BCL2
(Roufayel, 2016).

2.5.- Nanovehiculizacién de compuestos fotoprotectores

Estudios sobre los efectos fotoprotectores de extractos de Porphyra
yezoensis en linea celular HaCaT ante radiacion UVB han demostrado que
diferentes concentraciones de extractos metanol-agua (0-3 mg/mL) aumentan la
viabilidad celular hasta en un 20 % y ofrecen cierta proteccion ante dosis de 30
mJ/cm?, sin embargo, decrece para una dosis de 70 mJ/cm?. Por otra parte, la
evidencia sugiere que concentraciones crecientes (hasta 3 mg/mL) de extracto
favorecen los estados apoptéticos tempranos y tardios (Kim et al., 2014).

Yang et al., (2012) realizaron estudios con extractos de Porphyra
yezoensis sobre la viabilidad celular y deplecion de glutation en linea celular
HaCaT ante radiacion UVA. Los estudios de viabilidad se realizaron en células
en cultivo durante 3 dias, y posteriormente se realizaron los experimentos de
irradiacion. Estos consistieron en dos modalidades; primero se expuso las células
a diferentes concentraciones de extracto diluido en PBS (0-25 mg/mL) durante
un tiempo no especificado para luego exponer a dosis de radiaciéon de 5 J/cm?-

10 J/cm?, posteriormente, 8 después de la exposicion a la radiacion se determiné
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el porcentaje de viabilidad celular; la segunda modalidad fue realizar el cultivo
para luego entregar la dosis de 5 J/cm?-10 J/cm?. Posteriormente, se cultivd
durante 8 horas en presencia de medio mas extractos. Se observé que los
extractos aplicados antes y después de exposicion ofrecen proteccion ante la
radiacion UVA.

Actualmente, se ha propuesto utilizar nanoformulaciones de diversos
extractos naturales con propiedades fotoprotectoras. Estas nanoformulaciones
permiten aumentar la estabilidad de los compuestos, evitando su degradacion,
mejorando la absorcion y efecto de liberacion. Algunos de los compuestos
vehiculizados incluyen catequinas de té verde, curcumina, antocianinas, cafeina,
vitamina A, flavonoides citricos, terpenos, polifenoles, flavolignanos, isoflavonas,
ligninas y alcaloides (Kumar y Jose, 2020). Algunos de los resultados mas
importantes en nanovehiculizacién de productos naturales se resumen en la
Tabla 1.

Tabla 1.- Ensayos de nanoformulaciones con productos naturales utilizados en
fotoproteccidn.

Compuesto Vehiculo Método Linea Resulta Concentraci | Eficiencia de Referencia
bioactivo nanoformu celular o do 6n usada encapsulacio
lacién especime | viabilida n
n d
Micosporina Quitosano lonotréfico HaCaT >100% 45 ug/mL 90% Presente Tesis
Polifenoles Etil acetato | Emulsién HaCaT 50% 50 ug/mL 50% Baccarin et al. 2015
Curcumina Lactico-co- | Emulsién HaCaT 100% 100 ug/mL 85% Chopra et al. 2016
glicélido
Acido fendlico | Acido Homogenizacié6 | HaCaT No 50 ug/mL 60% Daré et al. 2020
protocateco | n realizado
ico
Polifenoles Naringenin | Emulsién HaCaT 85% 1 mg/mL 33% Joshi et al. 2018
a
Idebenona Lipidos Emulsién HaCaT 29% 5 mg/mL 99% Kyadarkunte et al.
solido y 2014
liquido
Polifenoles PEG Homogenizacioé | Fibroblasto | 90% 1 mg/mL nd Gasparrini et al. 2015
n S
- Oxido de | nd Fibroblasto | 100% 100 ug/mL nd Ll et al. 2019
Cerio S
Resveratrol Monoestea | Hidratacion Piel de rata | Sin 1 mg/mL 79% Abbas y Kamel 2019
rato de | filmica eritremas
sorbitan
Silimarina Gliceril Microemulsion Piel de rata | Sin 50 mg/mL 92% Netto y Jose 2017
monoestea eritremas
rato
Cianidin-3-o- Quitosano Gelacién iénica | Piel de | Sin 1 mg/mL 45% Liu et al. 2018
glucésido ratén eritremas
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La nanotecnologia ofrece estrategias para vehiculizar farmacos o
compuestos de interés con el objeto de ser utilizados como fotoprotectores
naturales (Cerqueira et al., 2015). Las nanoformulaciones vehiculizan
compuestos activos y han sido ensayadas en nanoparticulas lipidicas,
poliméricas, de diéxido de titanio y 6xido de zinc, liposomas, ciclodextrinas,
nanoemulsiones y polimeros surfactantes, sin resultados definitivos, con uso de
altas concentraciones de los productos nanoformulados (Shanbhag et al., 2019).
Estudios con nanoformulaciones en ensayos de fotoproteccion han sido descritos
con nanovesiculas de monoestearato de sorbitan y resveratrol en animales
(Abbas y Kamel, 2019), nanoemulsiones de polifenoles de la cascara de granada
con etilacetato en células HaCaT (Baccarin et al., 2015), nanoparticulas de poli
(D.L-lactico-co-glicdlido) con extracto de cascara de manzana (Bennet et al.,
2014), nanoparticulas de curcumina con poli lactico-co-glicélido en células
HaCaT (Chopra et al., 2016), nanoparticulas de acido protocatecoico con acido
fendlico derivado de Ginkgo biloba en células HaCaT, nanoformulado de PEG de
Coenzima Q10 y extractos fendlicos de fresa en fibroblastos (Gasparrin et al.,
2015), nanoparticulas de naringenina con extracto de tomate ricos en polifenoles
en células HaCaT (Joshi et al., 2017), nanoparticulas de idebenona con derivado
sintético de Coenzima en células HaCaT (Kyadarkunte et al., 2014), BEMT, OMC
y OCT, compuestos usados en bloqueadores solares comerciales (Lacatusu et
al., 2011). En los estudios citados se sefialan los problemas asociados a la
pérdida de bioactivos por via gastrointestinal, haciendo muy relevante las
investigaciones asociadas a la nanovehiculizacion para evitar pérdidas de
nuestro compuesto de interés (Grether-Beck et al., 2014). Existe entonces un
potencial de aplicacion de productos naturales asociados a la fotoproteccion,
incluyendo productos derivados de algas marinas (Abidizadegan et al., 2021:
Yang et al., 2018: Ariede et al., 2017), con mecanismos moleculares especificos
(Pangestuti et al., 2021).

La nanovehiculizacion tiene importantes ventajas para la investigacion, ya
gue ofrece la posibilidad de incrementar potencialmente la estabilidad de las

MAASs, aumentar la biodisponibilidad para cruce de barrera gastrica e intestinal e
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incrementar la superficie de contacto e interaccion del compuesto (Agrahari et al.,
2019).
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3.- HIPOTESIS

Nanoformulaciones de extractos de Luga ricos en MAAs protegen frente

al dafio UV en un modelo celular de queratinocitos.

4.- OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar in vitro el efecto fotoprotector de nanoformulaciones de extractos
de alga Luga ricos en MAAs.

Objetivos especificos

» Estandarizar una metodologia de obtencién de extractos acuosos de alga

Luga cuchara que sean ricos en MAAs.

+ Determinar fotoproteccion al dafo por radiacion UV en células de piel

mediante nanoformulaciones de los extractos ricos en MAAS.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Estrategia Experimental

La investigacion se realiz6 a través de tres etapas fundamentales que
estan reflejadas en la figura 9, incluyendo (i) etapa de extraccion de extractos
ricos en MAAS; (ii) proceso de nanoformulacioén y (iii) ensayos de fotoproteccion
y caracterizacion de la viabilidad de células HaCaT a la radiaciéon UV. De esta
forma, fue posible determinar la dosis minima de nanovehiculizado capaz de
ejercer un rol fotoprotector.

Irradiancia UV (J/em?)

10 20 30

% de Viabilidad Vs Radiacién UV

Figura 9.- Estrategia experimental para desarrollo de nanoformulaciones en base
a MAAs y ensayo de fotoproteccion en células.

5.2.- Materiales

Las muestras del alga M. laminarioides fueron obtenidas desde la Caleta
Tumbes (36°38'24"S 73°05'39"0, Talcahuano, Chile). Se extrajeron las hojas del
alga dejando el grampén adherido a la roca y de esta forma no afectar el
crecimiento del recurso. Las algas fueron conservadas a -20° C.

5.3.- Reactivos quimicos

Acetonitrilo y acido formico son grado HPLC de Merck KGaA, Darmstadt,
Germany al igual que &cido ascorbico, acido acético, cloroformo, alcohol
isopropilico y etanol, que son grado p.a. Quitosano de bajo peso molecular, resina
Sephadex G-10 y G-25 es Sigma Aldrich Co. Resina Macro-Prep High S en de
Biorad. Tripolifosfato de sodio y Tris borato EDTA es Winkler. Medio de cultivo

celular DMEM HG, glutamina y penicilina estreptomicina son de Corning, suero
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fetal de bovino es Hyclone. Tripsina, tampon fosfato salino (PBS) y agarosa son
de Gibco. RNA-Solv es de Omega Bio-Tek. RT Affinity Script es Stratagene. El
master mix de PCR es Saphire Amp Fast PCR es de Takara. GelRed es marca
Biotium. Marcador de peso molecular de 1 Kb y Oligo (dT) primer es New England
Biolabs. Agua es destilada y nanopura obtenida en equipo Synergy de Millipore.

En el laboratorio contamos con estandares de MAA serinol, mas los
estandares Porphyra 334, Shinorina y MAA-Glicina, que fueron donados por el
Dr. Kageyama de la Universidad Meijo, en Nagoya, Japén (Ngoennet et al.,
2018).

5.4.- Protocolo de dafio por luz UV

Para estudiar los efectos de la radiacibn UV se utiliz6 un ensayo
estandarizado en el laboratorio de fotoproteccién con una camara de irradiacién
capaz de exponer células a distintas dosis de radiacion UV. Las dosis se
generaron aumentando o disminuyendo el tiempo de exposicion de las células en
cultivo a la radiacion generadas por las lamparas UV para estudiar los efectos
directos de la sobreexposicion.

Para esto se utiliza una ecuacion que relaciona la intensidad UV
(irradiancia) y el tiempo de exposicion para con la dosis de radiacion, definida
como la tasa de energia recibida por un tejido biol6gico, segun la siguiente
ecuacion:

Ec 1.- Dosis UV = Intensidad x tiempo /1000

Las dosis de radiacion UV utilizadas van desde 0 J/cm? hasta 30 J/cm? o
161 minutos de exposicion al UV, considerada como una dosis de radiacion UV
gue provoca un dafio irreversible en las células de piel humana (Cal6 y Marabini,
2014: Suh et al., 2014). Se utilizé una camara de irradiacion con las dimensiones
70 x 50 x 45 centimetros. La camara cuenta con 5 tubos Philips Actinic UV-A, de
radiacion UV que alcanzan los 3,1 mW a 10 cm de distancia, medido con
radidometro CHY 732 UVA/Meter.
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Por ejemplo, para obtener una dosis UV de 30 J/cm?, y con 3,1 mW/cm?
de Intensidad UV, tenemos un tiempo de 9.677 segundos 0 161 minutos.
(30 J/cm?) = (3,1 mW/cm? x t) / 1000
Despejando el tiempo tenemos t = 9.677 segundos o 161 minutos de

exposicion en la camara de irradiacion par:

7 TUBOS UV PHILIPS ACTIMIC UV-A
¢ C 0O
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Figura 10.- A) Fotografia del interior de la camara de irradiacion destacando los
tubos UV. B) Esquema y dimensiones de la camara para ensayos de
fotoproteccibn con MAAs y nanoformulaciones de quitosano vehiculizando
extracto de algas ricos en MAAs.

5.5.- Obtencion de extracto de alga rico en MAAs

Se tomaron muestras de alga fresca Luga cuchara, Mazzaella
laminarioides, obtenidas de la caleta Tumbes en Talcahuano. Estas fueron
cosechadas en forma mensual y se secaron en estufa a 30°C por 72 horas. Luego
del secado, las algas se cortaron en pequefios trozos y se conservaron en
oscuridad a temperatura ambiente. Para obtener el extracto rico en MAAS, se
pesd6 1 gramo de alga seca y se hidrat6 con 10 mL de agua nanopura.
Posteriormente, se incubd a 30°C por 3 horas. Luego, se paso por gasa en vaso

precipitado limpio. Se colectd, se filtré a 0,2 umy se guardd a 4°C. Se obtuvieron
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7 mL de extracto de color amarillo palido. El pH determinado del extracto fue de
5,5.

5.6.- Método espectrofotométrico parala determinacién de la concentracién
de MAAs
Se determind el espectrograma de los extractos ricos en MAA mediante
espectrofotometria UV visible de placas Epoch de Biotek, segun la ecuacién de
Lambert-Beer:
Ec.2.-A=coefextxcxd

Donde A es la absorbancia, coef ext es el coeficiente de extincion o

absortividad molar, d es la distancia en cm y ¢ la concentracién molar.

Se realizaron curvas de calibracion con los estandares de micosporina
MAA-Serinol, obtenido previamente por nuestro laboratorio y los estandares
Porphyra 334, Shinorina y MAA-Glicina, los cuales fueron donados por Dr.
Kageyama de la Universidad Meijo, en Nagoya, Japdn (Ngoennet et al., 2018).

5.7.- Método por cromatografia HPLC para la determinacién de la
concentracion de MAAs

Se determiné el cromatograma de los extractos ricos en MAAs mediante
equipo HPLC Agilent serie 1100 con detector UV visible. Se utilizaron los
estandares de micosporina MAA-Serinol, obtenido previamente por el laboratorio
y los estandares Porphyra 334, Shinorina y MAA-Glicina. La fase movil utilizada
fue acetonitrilo al 4 % y acido formico 0,1 % en agua, un flujo de 1,0 y 1,2 mL/min
y una columna Luna C18 fase reversa de Phenomenex (Hartmann et al., 2015)

5.8.- Semipurificacion de extracto de Luga cuchara en columnas de
exclusion molecular e intercambio iénico

Se hidrataron 5 g de resina de exclusién molecular G-10 Sigma Aldrich e
intercambio ibnico Macro-Prep High S Biorad con 30 mL de agua nanopura libre
de nucleasas. Se utilizé un vaso precipitado mezclando suavemente con una

baqueta de vidrio para evitar la formacion de burbujas. Posteriormente, se tap6
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el vaso con parafilm y se hidrata durante una noche. Se us6 una columna de
vidrio a un soporte universal con sistema de pinza con nuez, velando porque
quede lo mas derecha posible, luego de lo cual se conect6 un trozo pequefio de
manguera de silicona a la salida inferior de la columna y se cerré la salida con
una pinza Hoffman o con abrazadera. Se succioné la resina desde el vaso
precipitado utilizando pipeta Pasteur, y luego se vertid cuidadosamente a la
columna de vidrio por el costado de ésta, con el objetivo de evitar que la solucion
caiga de golpe y genere burbujas. Se cuid6 que el lecho de resina quede
totalmente derecho y plano en la parte superior. Se dejo estabilizar la columna
con la resina una noche antes de usar. Luego, se desplazé la fase movil agua en
cantidad equivalente a 3 veces el volumen de la columna. Se dejo gotear hasta
que la fase movil se acerco al limite de la resina y se agrego el extracto de MAA
con la llave cerrada. Se ingresé la muestra a la columna y se eluy6 a 1mL/min de
flujo con fase maovil agua, colectando las muestras en microtubos de 1,5 mL. Los
microtubos con las fracciones de elucion son medidos al espectrofotdmetro para
determinar su espectrograma y concentracion molar mediante la Ley de

Lambeert-Beer (Ecuacion 2).

5.9.- Sintesis de la nanoformulacion quitosano/TPP:MAAs

Se generd una solucién de quitosano Sigma Aldrich de bajo peso molecular de
concentracién 0,1 % p/v y una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) al 0,067
% plv. La preparacion de las nanoformulaciones se realiz6 siguiendo una
proporcion de quitosano/TPP 7:1 y el método de gelacion ionotropica (Pant y
Negi, 2018). A la solucion de quitosano se le agreg6 lentamente el extracto rico
en MAAs en un vaso precipitado y se agita constantemente a 1.500 rpm durante
toda la sintesis. La cantidad de MAA agregada en masa equivale al 10 % de la
masa total entre quitosano y TPP. La solucién de TPP se afiadié por goteo a una
tasa de 1 mL/hora en jeringa de fusion. Luego de realizado el goteo se dejo
agitando durante 1 hora a 1.500 rpm. La solucién de nanoformulacién obtenida
se filtr6 a 0,22 um y se almacend a 4°C. El analisis de las nanoformulaciones se

realizd mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y dispersion
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dinamica de la luz (DLS). Luego de realizada la nanoformulacion, se centrifugé a
3.000 g por 60 minutos para separar la MAA no incorporada utilizando unidades
de filtracion Millipore de 3 KDa de limite de exclusion. El eluido se filtr6 a 0,22 um

y se analiz6 por espectrofotbmetro en UV visible y HPLC con detector UV visible.

5.10.- Ruptura de la nanoformulacién y cuantificacion de MAAs

encapsulada

La solucion con nanoformulacion conteniendo MAAs se sometié a pH
acido con acido acético para romper la estructura y liberar MAAs. Posteriormente,
se comparo la absorbancia al espectrofotometro y HPLC de estas preparaciones
para calcular el porcentaje de encapsulacion de MAAs (Geraldes et al., 2020:
Geraldes y Pinto, 2021).

La eficiencia de encapsulacion (EE) fue calculada por medio de balance de

masas, determinando la concentracion de MAA y usando la ecuacion:

Ec. 3.- EE (%) = (Tmaa — Fmaa / Tmaa) x 100

Tmaa es la concentracion inicial de MAAs y Fmaa, es la MAA libre en el
sobrenadante (no encapsulado).

La capacidad de carga (LC) fue calculada usando la ecuacion:

Ec. 4.- LC (%) = (Tmaa — Fmaa) /((Tmaa — Fmaa) + Mq + Mtpp) x 100
Donde ((Tmaa — Fmaa) + Mg + Mtpp) es la masa total del pellet de

nanoformulacion obtenida. La capacidad de carga determinada es el producto de

la diferencia en masa de MAAs incorporada dividido por masa total de quitosano

y TPP en el pellet de la nanoformulacion y multiplicado por 100.

5.11.- Caracterizacion de las nanoformulaciones obtenidas con extractos
ricos en MAAs

Se realizaron las mediciones de DLS en equipo Nanosizer modelo ZS90 y
software Zetasizer, mediante tres parametros principales, (i) tamafio de

particulas, (ii) indice de polidispersion bajo 0,3 que representa una mayoritaria
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especie en diametro hidrodinamico o un solo tipo de nanoparticula o
nanoformulacion, y (iii) potencial zeta, que es la potencia electrostéatica que existe
entre la separacion de las capas que rodean a la particula y que es de carga
positiva para el caso de nanoformulaciones con quitosano. 1,5 mL de la
nanoformulacion se separ6 de MAAs no encapsulada, se filtr6 a 0,22 um y se
sometio a la dispersion dindmica de la luz. El potencial Z, polidispersion y tamafio
de las nanoformulaciones se calcul6 a partir de la media de 3 ejecuciones con
ajuste de nanoparticulas de quitosano como control negativo.

Se utiliz6 ademéas, TEM para caracterizar forma y tamafio de las
nanoformulaciones. En microscopia TEM los electrones difractados al pasar a
través de la muestra generan un difractograma que puede ser transformado
directamente en imagen mediante lentes magnéticas que es la proyeccion de la
estructura cristalina a lo largo de la direccién de los electrones. Se registraron las
imagenes en una matriz de silice/quitosano con nanoformulaciones liofilizadas,
con un aumento de 100k X de magnificacion, con una tension de aceleracion de

120 kV y escala de 2 um en las imagenes como referencia.

5.12.- Linea celular HaCaT como modelo de cultivo celular de piel

La linea celular de queratinocitos HaCaT se utiliz6 como modelo de cultivo
celular de células de piel (Boukamp et al., 1988). El medio de cultivo fue DMEM
alto en glucosa Corning, suplementado con suero fetal de bovino Hyclone al 10
% y penicilina/estreptomicina. Los cultivos se incubaron en estufa de cultivo con
COz al 5 % y 37°C de temperatura. Se utilizé un gabinete de bioseguridad tipo Il
Esco para los cambios de medio y tripsinizacion de las células. Las células fueron
incubadas con tripsina por 5 minutos, inactivadas con medio conteniendo suero
y centrifugadas por 5 minutos a 1.250 rpm. El medio se desechd y se
resuspendieron las células en medio fresco con suero para cultivar en frascos de
cultivo, placas de cultivo tipo Petri o placas de cultivo celular de 96 posiciones,
segln se requiera.

La fotoproteccion se investigd con nanoformulaciones conteniendo

extractos ricos en MAAs a concentraciones entre 0 a 45 pg/mL calculada por
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HPLC. Con estas concentraciones se pretrataron las células cultivadas en placa
con 1y 4 horas de incubaciéon a 37°C, en estufa de cultivo con inyeccion de CO2
al 5 %, cambiando el medio de cultivo celular por una solucion acuosa de estas
nanoformulaciones antes de la exposicion al UV. También se realizd post
tratamiento, en el cual se expuso a las células a distintas dosis de UV,
posteriormente se incubd por 4 horas con nanoformulaciones conteniendo MAAs,
en las mismas condiciones de la preincubacion, modificando el medio de cultivo
celular por solucién acuosa con nanoformulaciones a 37°C en incubador con CO2
al 5 %. Luego del tiempo de pre- o post-incubacion con nanoformulaciones, esta
solucion se aspiré desde la placa, se agregé medio de cultivo celular fresco y se
incubd por 24 horas a 37°C en incubador con CO: al 5 % para medir viabilidad

celular.

5.13.- Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo colorimétrico de 2,3-bis
(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT), de Biotium,
que produce la formacion de color naranja en células viables y permitié cuantificar
la viabilidad celular. El ensayo XTT se realiz6 de acuerdo con protocolo descrito
previamente (Meshulam et al., 1995). En resumen, las células HaCaT se
sembraron a una densidad de 10% células por pocillo en una placa de 96 pocillos
durante 24 h. A las células expuestas a la radiacion UV se les reemplazé el medio
de cultivo con PBS para lavar y se expuso después a medio conteniendo XTT por
4 horas. La absorbancia se midié a 475 nm usando un lector de microplacas
Epoch de Biotek.
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Figura 11.- Reaccion de formacion de XTT formazan de color naranjo. La
formacion del color naranjo da cuenta de la integridad de la mitocondria.

5.14.- Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como promedios * la desviacion estandar
media de al menos tres experimentos independientes. Los datos se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via con la pruebat de Student.

Las diferencias se consideraron significativas a p<0,05.

45



6.- RESULTADOS

6.1.- Método espectrofotométrico parala determinacion de la concentracion
de MAAs

Utilizando el estandar micosporina Serinol se realiz6 una curva de
calibracion en espectrofotdmetro con un maximo de absorbancia a 310 nm. La
curva lineal tuvo un coeficiente de regresion al cuadrado de 0,9999 y un error
tipico de 0,00523. EIl limite de deteccién fue 0,02 mg/mL y el limite de
cuantificacion fue de 0,03 mg/mL. El rango lineal de la curva fue de 58 veces el
limite de cuantificacion y la ecuacion de la recta obtenida fue y=0,6965x +

0,002634. La curva de calibracion representa un N igual a 3.

1.59

1.049

0.519

Absorbanciaa 310nm

0.0 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentraciéon (mg/mL)

Figura 12.- Curva de calibracion MAA-Serinol para cuantificacion de extractos
ricos en MAA. En azul se representa la linea recta obtenida, los puntos de la
curva estan en color verde y en negro la desviacion estandar de cada punto.

6.2.- Identificacion y cuantificacion cromatografica de MAAs

Resultados previos del laboratorio determinados por HPLC con detector
de arreglo de diodos acoplado a Espectrometria de Masa con lonizacion en
Electrospray (HPLC-DAD ESI-MS/MS) mostraron la presencia en extractos de

MAASs de Luche de 4 especies distinguibles que corresponden a Shinorina, MAA-
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Glicina, Porphyra 334 y 3 isbmeros de M-metil treonina (Vergara, 2017) (Figura

13 y tabla 2).

mAU
2000

1000
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a4 s

€6 7 8
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Figura 13.- Cromatograma de identificacion de MAAs en muestras de algas rojas
con las siguientes condiciones cromatograficas: 30° C, 0,4 mL/min, 4 % de
acetonitrilo y 0,1 % de acido formico, columna KR 100-5 C18 Kromasil (Vergara,

2017).

Tabla 2.- Identificacion de MAAs en extracto de alga roja por HPLC-DAD-MS.

N° peak Tr MS (min) | [M+H]*(m/z) Fragmentos (m/z) | Identificacion

1 4,42 333 (traza) n/s Shinorina

2 4,69 246 (traza) n/s MAA-Glicina

3 4,84 346,9 (348) 304,1 187,1 169,3 | Porphyra 334

4 5,15 346,9 (348) 303,2 Porphyra 334

5 5,94 302,9 186,1 244,1 163,0 | M-metil
treonina

6 6,03 303 289,0 244,9 187,0 | M-metil
treonina
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7 6,42 303

259,1 186,2 165,0
290,0

M-metil

treonina

n/s: no hay sefal

En la figura 14 se presentan los cromatogramas de los estandares MAA-

Serinol, Porphyra 334, MAA-Glicina y Shinorina, con sus tiempos de retencién

caracteristicos para las condiciones cromatogréficas desarrolladas en esta Tesis.

MAA-Glicina present6 un tiempo de retencion de 3,4 minutos, Porphyra 334 un

tiempo de retencion de 4,4 min, Shinorina de 2,9 min y 3,3 min y MAA-Serinol de

3,7 miny 3,9 min.

Del mismo modo se pudo establecer una curva de calibracién con el

estandar Porphyra 334 con un coeficiente de regresion al cuadrado de 0,9998,

un error tipico de 14,39. El limite de deteccion es de 0,31 ug/mL y el limite de

cuantificacion es de 0,51 ug/mL. El rango lineal de la curva fue de 49 veces el

limite de cuantificacion y la ecuacion de la recta obtenida fue y=140x — 1,95. La

curva de calibracion representa un N igual a 3, en triplicado (Figura 15).
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Figura 14.- Cromatogramas obtenidos por HPLC a partir de estandares de MAAs.
Se indican los tiempos de retencion en minutos (Tr) y la longitud maxima de
absorcion de cada estandar de MAA. A) Micosporina Glicina (Tr=3,4 min). B)
Porphyra 334 (Tr=4,4 min). C) Shinorina (Tr=2,9 y 3,3 min). D) Micosporina
Serinol (Tr=3,7 y 3,9 min).

4000 A

Area bajo lacurva (mAu x s)

0 T T 1
0 10 20 30

Concentracion Porphyra 334 (mg/mL)

Figura 15.- Curva de calibracion para HPLC de Porphyra 334 para cuantificacion
de extractos ricos en MAAs. En azul se representa la linea recta obtenida, los
puntos de la curva estan en color verde y en negro la desviacion estandar de
cada punto.
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Extractos ricos en MAAs del mes de octubre presentaron un maximo de
absorbancia de 325 nm. Al analizar estos extractos ricos en MAAs por HPLC se
determinaron 15 especies distinguibles que presentan una concentracion
cuantificable por HPLC (Figura 16). Estos resultados muestran una alta expresiéon
de especies que corresponden a micosporinas, debido a la determinacion de las
MAASs con los estandares disponibles. Estos resultados se corresponden con los
obtenidos por Vergara (2017), pero en extractos de Luga cuchara se obtienen
muchas mas especies distinguibles, por ejemplo, coinciden en los extractos altas
concentraciones de una especie con absorbancia a 325 nm a tiempo de retencién
de 3,3 min, que podria corresponder a MAA-Glicina y Shinorina. Asi también,
figura en el cromatograma obtenido a 2,8 min, una MAA de alta concentracion
coincidiendo con el tiempo de retencion de Shinorina, a 3,7 y a 3,9 min una MAA
gue corresponderia a MAA-Glicerol y a 4,4 minutos, una MAA correspondiente
con el tiempo de retencidbn de Porphyra 334. También se demuestra una
disminucidn en el nUmero de especies distinguibles a medida que analizamos
meses con menos dias de sol 0 més cercanos al invierno, por ejemplo, andlisis
de extractos ricos en MAA del mes de julio s6lo demostré la presencia de 9
especies disponibles en el cromatograma del HPLC, manteniendo la presencia
de los tiempos de retencion coincidentes con Shinorina (Tr 2,9 y 3,3 min), MAA-
Glicina (Tr 3,4 min), MAA-Serinol (Tr 3,7 y 3,9 min) y Porphyra 334 (Tr 4,4 min)
(Tabla 3). Finalmente, se puede describir que los maximos de area dan cuenta

potencial de una diversidad de especies distinguibles de MAAs.
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Figura 16.- Cromatograma HPLC de extractos ricos en MAAs provenientes de la
cosecha de noviembre.

Tabla 3.- Tiempos de retencién y area de extractos de MAAs correspondiente a
cosecha de Julio de 2020.

Peak Tr (min) Area (mAu x s) | % Area Estandar

1 2,837 2.529 26,1 Shinorina

2 3,269 6.424 66,2 Shinorina
MAA-Glicina

3 3,736 98 1,0 MAA-Serinol

4 3,935 105 11 MAA-Serinol

5 4,387 188 19 Porphyra 334

6 4,516 75 0,8

7 5,000 59 0,6

8 5,271 29 0,3

9 6,349 202 2,1
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6.3.- Rendimiento mensual de extractos ricos en MAAS

El alga Luga cuchara fue cosechada mensualmente desde la caleta
Tumbes en Talcahuano. Los analisis cromatograficos de contenido de MAAs
revelaron rendimientos crecientes de extractos ricos en MAA que presentan un
maximo de absorbancia a 325 nm y abarcan desde 310 a 350 nm, aumentando
en primer lugar el numero de especies presentes en el pool de moléculas y en
segundo lugar aumentando la concentracion de las moléculas presentes. Las
mayores concentraciones de MAAs se encontraron en el mes de octubre con un
extracto con concentracion de 3.520 ug/mL y un rendimiento de 70,4 mg de MAA
desde 1 g de alga seca (Figura 17). En la misma figura se grafica la radiacion
solar mensual, informacién obtenida desde la red meteorolégica de INIA
Quilamapu. Con esta informacion se puede observar una correlacion entre los
meses de mayor radiacidon solar recibida y los meses de mayor rendimiento de
MAAS.

F*kkk Julio 2019
Agosto 2019
Septiembre 2019
Octubre 2019
Noviembre 2019
Diciembre 2019
Enero 2020
Febrero 2020
Marzo 2020
Abril 2020
Mayo 2020
Junio 2020

80+

60

40-

20+

Radiacién Solar (MJ/m2)
AEEN

Rendimiento (mg/g de alga seca)

Figura 17.- Rendimiento de MAAs por mes de cosecha, determinacion por
espectrofotometria (325 nm) y en azul se describe la radiacion solar de la Regién
del Biobio. Se grafican los rendimientos en mg por gramo de alga seca y la
radiacion solar en MJ/m? (Fuente: red meteorolédgica de INIA Quilamapu).

La figura 18 muestra los cromatogramas de 4 meses de cosecha,
correspondientes a meses representando las estaciones del afio y los estandares
respectivos MAA-Serinol, MAA-Glicina, Shinorina y Porphyra 334. Es posible
visualizar una mayor concentracion de MAAs correspondiente a los meses de
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primavera y verano, coincidiendo con los meses de mayor luminosidad o
radiacion UV. Esto apoya la existencia de variaciones en la cantidad de especies
distinguibles y su aumento de concentracion en los meses en que Luga cuchara

estd mas expuesto a radiaciéon UV.

Absorbancia (mAU)

3.000

2.000

1.000

2

|
4

6

Tiempo (minutos)

Cromatogramas HPLC obtenidosa 325 nm
Flujo 1,2 mL/min,

Fase moévil ACN/Ac formico/Agua
Columna C18 fase reversa Phenomenex

77777 Cosecha Octubre (Primavera), 18 especies
Cosecha Julio (Invierno), 9 especies
Cosecha Abril (Otofio), 9 especies
Cosecha Enero (Verano), 15 especies
Estdndar de MAA Porphyra 334 Tr 4,4 min
Estandar de MAA Shinorina Tr 2,9y 3,3 min
Estandar de MAA Glicina Tr 3,4 min

Estédndar de MAA Serinol Tr3,7 y 3,9 min

Figura 18.- Cromatogramas de los meses de enero, abril, julio y septiembre.
Semipurificacion de extractos de Luga cuchara.

En figura 19A se muestran los resultados obtenidos en las cosechas de

los meses de julio, agosto y septiembre con columna de exclusién molecular G-

10. En los 3 meses se obtuvieron fracciones de elucién conteniendo MAAS con

absorbancia a 325 nm en las fracciones 3 a la 7. En la figura 19B se obtuvieron

fracciones de elucion para una cosecha de septiembre entre las fracciones 5 a la

12 con absorbancia a 325 nm en columna de intercambio i6nico. Los resultados

muestran concentracion 3 veces mayor de los extractos ricos en MAAs

semipurificados con ambas técnicas cromatograficas.
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Figura 19.- Perfil de elucién de semipurificacion con columnas de extractos ricos
en MAAs. A) Perfil de elucion de columna de exclusion molecular de 3 meses de
cosecha, azul correspondiente a la cosecha de julio, rojo corresponde a cosecha
de agosto y verde a la cosecha de septiembre B) Perfil de elucion de columna de
intercambio iénico de la cosecha de septiembre (verde).

6.4.- Caracterizacion de nanoformulaciones quitosano/TPP:MAAs

Las nanoformulaciones de quitosano con MAAs fueron caracterizadas por DLS,
obteniéndose tamafio promedio y mayoritario en porcentaje de 35,3 + 12 nm, una
polidispersion de 0,241 y un potencial Zeta de 20,3 mV, caracteristico de
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quitosano (Figura 20). Las nanoparticulas de quitosano sin MAA, presentan un
tamafio de 11 + 18 nm.

Size Distribution by Number

QO - R R RETRR IR R RREE: R T EEEEEERTERRRRIRPY .
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Size (d.nm)

Record 792: Nanoparticles Chitosan e Record 793: Nanoformulation Chitosan:MAAs|

Figura  20.- Distribucibn de tamafio de nanoformulaciones de
quitosano/TPP:MAAs y nanopatrticulas de quitosano. En verde nanoparticulas de
quitosano y en rojo nanoformulaciones quitosano:MAAs.

En la figura 21 se muestra la microfotografia electronica de transmision de
nanoparticulas de quitosano y nanoformulacion de quitosano y MAAs. En A se
observa la forma redondeada caracteristica de nanoparticulas de quitosano y
en B se observa una forma amorfa de la nanoformulacién conteniendo MAAs.

Figura 21.- Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de
quitosano (A) y nanoformulaciones quitosano micosporina (B).
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Se determind una eficiencia de incorporacion de 90 %, correspondiente a
45 ng de extracto de alga con MAAs. En la figura 22, panel A se visualiza el
cromatograma obtenido por HPLC de la cantidad inicial de MAAs para
nanoformularse. En el panel B se visualiza el area bajo la curva del eluido de
nanoformulaciones con MAAs no incorporada en la nanoformulacién. Esta
cantidad correspondiente al 10 % de total disponible, 5 ug, es la masa de MAAs
gue no fue internalizada en la nanoformulacion.

En cuanto a la capacidad de carga de la nanoformulacion se produce un
valor de 0,5 %. Este valor es obtenido a partir del peso del pellet de la

nanoformulacion descartando quitosano y micosporina no incorporado.
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Figura 22.- Cromatograma obtenido por HPLC de extracto semipurificado inicial
(A) y sin nanoformular de MAAs (B). A.- Cantidad inicial disponible para ser
nanoformulada en presencia de quitosano y TPP, correspondiente a 45 ug,
obteniendo un area de 338 mAU x s. B.- Eluido de MAAs no nanoformulada,
correspondiente a un area de 33 mAu x sy 5 ug.

En la figura 23 se presentan los resultados del espectrograma de
nanoformulaciones de quitosano conteniendo MAAs a dos concentraciones

diferentes (10 y 40 pug/mL), solucién de MAAs y nanoparticulas de quitosano. Se
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observa que nanoformulaciones de quitosano:MAAs presentan una menor
absorbancia a 325 nm producto de la incorporacion de las moléculas. A 10 pg/mL
se observa menor absorbancia a 325 nm que a 40 ug/mL, sugiriendo una mayor

eficiencia de encapsulacion.
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104 —=— NPs Chitosan
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Figura 23.- Espectrograma de extracto de MAAs, nanoparticulas de quitosano y
nanoformulaciones quitosano MAAs. En verde esta representada la cantidad
inicial de MAAs a encapsular en las nanoformulaciones. En la linea roja esta la
absorbancia a 325 nm de NPs de quitosano. En la linea azul se describe la
nanoformulacion quitosano:MAAs a baja concentracion (10 ug/mL) y en la linea
morada a 40 pug/mL, disminuyendo su absorbancia producto de la encapsulacion.

6.5.- Ensayos de viabilidad celular y fotoproteccién

Células HaCaT fueron cultivadas en condiciones estandar y expuestas a luz
UV para evaluar el efecto fotoprotector de las nanoformulaciones. Para ello
fueron incubadas con el medio de interés por 4 horas, posteriormente se retir6 el
medio, PBS, medio con nanoparticulas o medio con nanoformulaciones con
MAAs y se cultivé con medio fresco DMEM HG por 24 horas para cuantificar la
viabilidad celular. La figura 24 muestra el ensayo control Unicamente con células
y sin medio de cultivo, ni PBS ante la exposicion de la linea celular a distintas
dosis de radiacion UV. En la figura 25 se muestra el mismo ensayo, pero con
células con PBS en vez de medio de cultivo. En la figura 26 se realiza el mismo
ensayo, pero utilizando medio DMEM HG. Un porcentaje bajo de estas células

se mantiene inviables, lo que podria deberse a componentes presentes en el
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medio de cultivo. En la figura 27 se presenta el efecto fotoprotector de
nanoparticulas de quitosano sin MAAs. Las células HaCaT en cultivo sin medio
de cultivo y sin PBS expuestas a dosis UV de 0, 10, 20 y 30 J/cm?, presentan
bajos porcentajes de viabilidad celular con respecto al control, estos porcentajes
de viabilidad celular fueron de 13,5 %, 14,8 % y 15,7 % para dosis UV de 10, 20
y 30 J/lcm?, respectivamente, luego de 24 horas de cultivo después de la
exposicién al UV. Las células en presencia de nanoparticulas de quitosano sin
MAAs presentan una viabilidad celular de 106,7 %, 55,7 % y 50,0 % para dosis
UV de 10, 20 y 30 J/cm?, respectivamente, luego de 24 horas de cultivo después
de la exposicidn al UV. Estos ensayos control permiten descartar fotoproteccion

gue no corresponda al efecto de nanoformulaciones quitosano:MAAs.
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Figura 24.- Viabilidad de células HaCaT sometidas a dosis UV sin medio liquido.
Se grafica el porcentaje de viabilidad y se indica sobre las barras para cada una
de la dosis de radiacién UV, que corresponden a 30 J/cm? (rojo), 20 J/cm? (verde),
10 J/cm? (azul) y 0 J/cm? (amarillo).
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Viabilidad HaCaT en PBS
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Figura 25.- Viabilidad de células HaCaT sometidas a dosis UV en PBS. Se grafica
el porcentaje de viabilidad y se indica sobre las barras para cada una de la dosis
de radiacion UV, que corresponden a 30 J/cm? (rojo), 20 J/cm? (verde), 10 J/cm?

(azul) y 0 J/cm? (amarillo).

Viabilidad HaCaT en medio DMEM HG
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Figura 26.- Viabilidad de células HaCaT sometidas a dosis UV en medio DMEM
HG. Se grafica el porcentaje de viabilidad y se indica sobre las barras para cada
una de la dosis de radiaciéon UV, que corresponden a 30 J/cm? (rojo), 20 J/cm?

(verde), 10 J/cm? (azul) y 0 J/cm? (amarillo).
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Viabilidad HaCaT con NPs Quitosano
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Figura 27.- Viabilidad de células HaCaT sometidas a dosis UV con preincubacion
con nanoparticulas de quitosano. Se grafica el porcentaje de viabilidad y se indica
sobre las barras para cada una de la dosis de radiacién UV, que corresponden a
30 J/cm? (rojo), 20 J/cm? (verde), 10 J/cm? (azul) y 0 J/cm? (amarillo).

Extractos de MAA de alga de 45 nug/mL purificado y no purificado,
presentaron similares resultados ante la exposicion a radiaciéon UV (Figura 28).
Se obtuvo un porcentaje de viabilidad cercano al 50 % a las distintas dosis de
UV, 5, 10 y 15 J/cm?, especificamente, 51 %, 52 % y 52 %, respectivamente, con
extracto de alga crudo rico en MAAs (Figura 28A). Con MAAs purificadas
cromatograficamente y con las mismas dosis de UV, se obtuvo un 49 %, 48 %y
53 % de viabilidad celular después de la exposicion al UV (Figura 28B).

Por otro lado, se obtuvieron altos porcentajes de viabilidad después de la
exposicion al UV utilizando un tratamiento de preincubacion de las células con
nanoformulaciones de extractos de alga crudos y purificados, a una
concentraciéon de MAAs encapsuladas de 45 ug/mL. Con nanoformulaciones de
extractos crudos ricos en MAAs se obtuvieron porcentajes de viabilidad de 80 %
(dosis=5 J/cm?), 87 % (dosis=10 J/cm?) y 86 % (dosis=15 J/cm?) (Figura 28C).

Asimismo, con nanoformulaciones de extractos semipurificados ricos en MAAs
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se obtuvieron porcentajes de viabilidad de 81 % (dosis=5 J/cm?), 95 % (dosis=10
Jicm?) y 82 % (dosis=15 J/cm?) (Figura 28D).

El grupo control sin extracto de MAA, presenta valores de viabilidad de 36
% para 5 J/cm?, 35 % para 10 J/cm? y 33 % para 15 J/cm? (Figura 28E). Cada
serie de experimentos fue ajustada a su control respectivo sin exposicién al UV.
(Figura 26).
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Figura 28.- Ensayos de viabilidad celular mediante pretratamiento con MAA y
nanoformulaciones a distintas dosis de radiacion UV. A) Tratamiento con 45
ug/mL de extractos crudos ri cos en MAAs. B) Tratamiento con 45 pug/mL de
extractos semipurificados ricos en MAAs. C) Tratamiento con 45 ug/mL de
nanoformulaciones con extractos crudos ricos en MAAs. D) Tratamiento con 45
ug/mL de nanoformulaciones con extractos semipurificados ricos en MAAs. En
cada ensayo se utilizaron las dosis de radiacion UV de 15 J/cm? (morado), 10
Jicm? (verde), 5 J/cm? (rojo) y 0 J/cm? (azul).

Tal como puede observarse en la figura 28, las nanoformulaciones con
extractos de MAA presentan altos niveles de proteccién a dosis UV, por sobre los
valores viabilidad celular que presentan las células tratadas con los extractos sin
nanoformulacion. Este resultado se repite en post-tratamiento de 4 horas con
extractos de MAA purificados y nanoformulados, de la exposicion de células
HaCaT en cultivo a dosis UV de 0, 15y 30 J/cm?.
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La figura 29 muestra la fotoproteccidn resultante de un post-tratamiento con
nanoformulaciones a una concentracién de de 30 ug/mL, a dosis de irradiacion
de 30 J/cm?, 15 J/cm? y 0 J/cm?, obteniendo porcentajes de viabilidad de 98 %,
94 % y 87 %, respectivamente. A una concentracion de 15 ug/mL e idénticas
dosis de radiacion UV, se obtuvieron porcentajes de viabilidad de 109 %
(dosis=30 J/cm?), 103 % (dosis=15 J/cm?) y 99 % (dosis=0 J/cm?). Finalmente,
en los experimentos donde las células no fueron expuestas a nanoformulaciones
se obtienen porcentajes de viabilidad de 38 %, (dosis=30 J/cm2), 62 % (dosis=15
J/icm?) y 100 % (dosis=0 J/cm?).

En ambas condiciones, con pre- y post-incubacion con nanoformulaciones
y exposicion a dosis letales de radiacion UV, bajas concentraciones de MAA en

nanoformulacion fueron capaces de recuperar la viabilidad celular al 100 %.
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Figura 29.- Ensayos de fotoproteccibn mediante post-tratamiento con
nanoformulaciones en células en cultivo HaCaT y dosis de UV a 30 J/cm2 (rojo),
15 J/cm2 (azul) y sin radiacién ultravioleta, 0 J/cm2 (verde).
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7.- DISCUSIONES

El tratamiento de las células queratinocitos en cultivo con las
nanoformulaciones quitosano/TPP:MAAs gener6 un alto grado de proteccion al
dafio UV y esta fotoproteccion es realizada a concentraciones de MAAs en la
nanoformulacion de 45 ug/mL, una concentracion baja en comparacion a otros
productos nanoformulados y que generan fotoproteccion (Tabla 1). Esta
fotoproteccidn produjo valores de porcentaje de viabilidad similares al tratamiento
control sin exposicion a la luz UV. Fue posible diferenciar los efectos de
nanoformulaciones con MAAs por sobre los efectos de extractos de MAAS no
encapsulados. Este resultado confirma la importancia de utilizar
nanoformulaciones, dado que permiten reducir la concentracion del metabolito
utiizado, extiende la vida media de MAAs y favorecen una mayor
biodisponibilidad. En los controles respectivos con células irradiadas en
presencia de PBS o sin medio de cultivo se observan porcentajes de viabilidad
del orden de 30y 15 %, respectivamente. Solo las células con medio DMEM HG,
tuvieron un bajo porcentaje de células viables, probablemente por los
componentes del medio de cultivo.

La proteccion mediante pretratamiento con nanoformulaciones con MAAs
de 1 a 4 horas presenta un efecto inmediato, probablemente relacionado a sus
efectos antioxidantes directos, secuestrando especies reactivas de oxigeno. En
cambio, los efectos producidos mediante post-tratamiento estarian relacionados
a eventos mas tardios, producidos por interaccion directa de MAAs con dominios
de factores de transcripcion o proteinas, como se ha propuesto con el factor de
transcripcion KEAP1 y la proteina COX-2 (Gaseca et al., 2018 ; Suh et al. 2014).
Al respecto, existe literatura que sustenta la posibilidad de interaccion directa de
MAAs con el factor de transcripcion KEAP1, actuando como antagonista directo
en estudios de expresion de mRNA de KEAP1, ensayos de desplazamiento
térmico y polarizacion de fluorescencia en fibroblastos humanos en cultivo y
sometidos a radiacion UV (Gaseca el al., 2018). Al respecto, en la investigacion

de Shaw et al., (2020) se determin6 que Shinorina incrementd la viabilidad celular
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de hepatocitos en cultivo de zebra fish tratados con cromo. Utilizando un inhibidor
de NFR2 disminuy¢ la actividad de Shinorina. Estos estudios incluyeron qPCR
para medir expresion génica de KEAP1y NFR2. Por medio de docking molecular
con Shinorina, se demostrd en estudios in silico que Shinorina se une al dominio
DGR, responsable de la interaccion NFR2-KEAP1. El domino DGR es capaz de
interactuar con otras proteinas, tanto directa como indirectamente (Tian et al.,
2012). Por otra parte, el dominio DGR es capaz de unirse al dominio BH2 de BCI-
2 facilitando su ubiquitinacién e inhibiendo la apoptosis (Niture y Jaiswal, 2010).
En el caso de COX-2, Suh et al., (2014) demostré por medio de extractos ricos
en MAAs del alga Chlamydomonas hedleyi disminucion de la expresién génica
de COX-2 y aumento de la actividad antioxidante en fibroblastos humanos y
células HaCaT en cultivo expuestos a radiacion UV. Ademéas, MAA-Glicina
purificada desde Aphanothece halophytica disminuyd efectos inflamatorios y
aumento la capacidad antioxidante en macréfagos RAW 264.7 (Tarasuntisuk et
al., 2018). En el caso de los genes XPC y XPA, se ha demostrado que proteinas
de unién al DNA dafiado, UV-DDB son capaces de reclutar a XPC, producto de
la radiacion UV, fundamento para los estudios de fotoproteccion al UV con post
incubacion con nanoformulaciones quitosano:MAA que se muestran en esta
Tesis (Sugasawa, 2016).

Los extractos ricos en MAAs obtenidos desde M. laminarioides presentan
un alto rendimiento comparados con extractos obtenidos desde otras algas rojas
y organismos productores, llegando a 70 mg por gramo de alga seca, cantidad
mayor a 13 mg por gramo de alga seca obtenidas en zooplancton (Hylander,
2020) y en el orden de magnitud de algas rojas, cuyos rendimientos son muy
altos en general y se resumen en la Tabla 4. En este sentido, se observa que el
método de extraccién con agua produce un alto rendimiento de extraccién de
MAAs en comparaciéon a métodos que incluyen alcohol o metanol. Del mismo
modo, el uso de agua proporciona una solucién biocompatible con su potencial
uso biologico. Los mayores rendimientos obtenidos en bibliografia incluyen
condiciones de extraccion similares a las ensayadas en esta Tesis, pero con

algunas diferencias que aumentan su rendimiento y optimizadas en diversas
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condiciones ensayadas (Sun et al., 2021). Las condiciones de extraccion de esta
Tesis fueron determinadas experimentalmente con tres parametros, relacion
alga/agua, tiempo de extraccion y temperatura. Las condiciones del trabajo de
Suh et al. (2021) condiciones fueron relacion 1:20 gramo de alga/mL de
agua/metanol/etanol en comparacion a 1:10 gramo de alga/mL de agua, 2 horas
de incubacién en comparacion a 3 horas ensayadas en esta Tesis y 40° C en vez
de 30° C. La diferencia fundamental es que se realizaron tres extracciones de la
misma cantidad de alga, en lugar de las condiciones evaluadas en esta Tesis.
Esto parece fundamental en la obtencion del alto rendimiento y debe ser
considerado a futuro. Sin embargo, el rendimiento obtenido representa una
variable fundamental para la realizacion de nanoformulaciones quitosano:MAAs
destacando que no se han reportado en literatura nanoformulaciones con MAAs

que permitan utilizar bajas concentraciones del compuesto (45 ug/mL).

Tabla 4.- Rendimientos de extraccion de MAAs en algas rojas reportados en

literatura.
Especie Solvente Concentracién MAAs Referencia
Mazzaella laminarioides Agua 70 mg MAAs/g alga seca | Esta Tesis
Porphyra sp. Agua/MeOH | 20 mg MAAs/g alga seca | Figueroa et al., 2003
Porphyra columbina Agua/MeOH | 10 mg MAAs/g alga seca | Houvinen et al., 2004
Porphyra columbina Agua/MeOH | 4 mg MAAs/ g alga seca Korbee, 2004
Gracilaria conferta Agua/MeOH | 2,5 mg MAAs/g alga seca | Figueroa et al., 2010
Hydropuntia cornea Agua/MeOH | 2,5 mg MAAs/g alga seca | Figueroa et al., 2012
Mazzaella laminarioides Agua/MeOH | 20 mg MAAs/g alga seca | Navarro et al., 2014
Porphyra columbina Agua/MeOH | 8 mg MAAs/g alga seca Navarro et al., 2014
Porphyra sp. Agua/MeOH | 14 mg MAAs/g alga seca | Hartmann et al., 2017
Pyropia umbilicalis Agua/MeOH | 21 mg MAAs/g alga seca | Hartmann et al., 2017
Pyropia leucostica Agua 10 mg MAAs/g alga seca | Chaves-Pefia et al., 2019
Crassiphycus corneus Agua 2 mg MAAs/g alga seca Chaves-Pefia et al., 2019
Gracilariopsis longissima Agua 0,7 mg MAAs/g alga seca | Chaves-Pefa et al., 2019
Agarophyton vermiculophyllum | Agua 0,4 mg MAAs/g alga seca | Chaves-Pefia et al., 2019
Palmaria palmata Agua/MeOH | 7 mg MAAs/g alga seca Nishida et al., 2020
Nothogenia fastigiata Agua/MeOH | 1,6 mg MAAs/g alga seca | Jofre et al., 2020
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Iridaea tuberculosa Agua/MeOH | 1 mg MAAs/g alga seca Jofre et al., 2020
Corallina officinalis Agua/MeOH | 0,4 mg MAAs/g alga seca | Jofre et al., 2020
Bangia fusco-purpurea Agua/EtOH 175 mg MAAs/g alga seca | Sun et al., 2021
Gelidium amansii Agua/EtOH 124 mg MAAs/g alga seca | Sun et al., 2021
Gracilaria confervoides Agua/EtOH 98 mg MAAs/g alga seca | Sun et al., 2021
Gracilaria sp. Agua/EtOH 431 mg MAAs/g alga seca | Sun et al., 2021

En la cosecha del mes de octubre se determinaron 15 especies
cuantificables mediante HPLC, las cuales corresponderian a especies de
micosporinas, de las 23 descritas en la naturaleza (Al-Utaibi et al., 2009:
Orfanoudaki et al., 2019: Singh et al., 2021) y con diferencias en la concentracion
relativa de micosporinas entre especies (Rosic 2019). Las MAAs presentes en
las cosechas de extracto en M. laminarioides presentan una mayor concentracion
y nuamero de especies con absorbancia a 325 nm determinada por
espectrofotometria y cromatografia HPLC en meses del afio con mayor radiacion
UV. Este resultado es concordante con la radiacion solar recibida en la Tierra en
los meses de un afio y que esta expuesto en esta Tesis gracias a la colaboracion
de la unidad de agrometereologia de INIA Quilamapu en la region del Biobio,
precisamente en la estacion de Dichato.

La relacién entre mayor producciéon de MAAs en periodos de primavera y
verano en el hemisferio Sur es concordante con los datos de radiacion solar a la
que estéd expuesto el planeta. La estacionalidad de metabolitos secundarios en
algas rojas fue descrita por Hader et al., (2003) en el alga roja Corallina
officinales, en que se demuestra que en meses de mayor radiacion UV estas
algas disminuyen la sintesis de compuestos relacionados a la fotosintesis.
Efectos similares fueron analizados en las algas rojas Ceramium sp. y
Callithamrion gaudichaudii (Hader et al., 2004). En el caso particular del
metabolito secundario MAAs se ha demostrado que la concentracion de MAAs
aumenta en cultivos de laboratorio expuestos en presencia de concentracion de
nitrato, en especial MAA-Glicina que aumenta en los cultivos de laboratorio a
concentracién de NOs™ de 0,18 mM (Navarro et al., 2014). Esto es relevante en el

contexto de esta Tesis, debido a que es posible que ademas de aumentar la
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concentracibn de MAAs, es posible que la sintesis de algunas especies
especificas de MAAs se modifique en meses de primavera y verano. Del mismo
modo, podemos sefialar que en los meses de invierno existen dos posibilidades
para analizar la disminucion del numero de especies detectables por HPLC, uno
qgue el limite de deteccién de la técnica impida detectar todas las especies
presentes y que se expresen las mismas especies, pero a menor concentracion,
o bien que se modifique la presencia de las MAAs, disminuyendo la concentracion
de algunas de estas o elevando la producciéon de otras. Es necesario por ende
identificar la mayor cantidad de especies presentes en los extractos de MAAs de
Luga cuchara. Otro ejemplo de estacionalidad en la producciéon de MAAs esta
demostrada en el trabajo de Véliz et al. (2020) en que se analiza la presencia de
MAAs en las algas rojas Chondra canthus chamissoi, 6 estaciones de recoleccion
y Gelidium lingulatum, 5 estaciones de recoleccion, distribuidas a lo largo de
distintas latitudes de Chile, que van desde 20° en Iquique hasta 42° en Mar Brava
y Lechagua en la Isla de Chiloé. Las estaciones de recoleccion son distintas para
cada alga de acuerdo a su presencia natural en la costa del pais. La
concentraciéon de MAAs en los extractos fue mayor en las latitudes y caletas de
recolectores estudiadas del Norte que presentaban una mayor radiacion solar
diaria y mensual, asi como también una disminucion de metabolitos relacionados
a fotosintesis como fitocianina y ficoeritrina. La sintesis de MAAs en algas es un
proceso relacionado a funciones de fotoproteccion, capacidad antioxidante,
resistencia a estrés salino y reproduccion en las algas rojas (Mohovic et al.,
2006), por ello resulta comprensible que en periodos de mayor radiacion solar las
MAAs estén presentes en mayores concentraciones para cumplir estas vitales
funciones en algas rojas.

La nanoformulacion quitosano:MAA producida no esta descrita hasta ahora
en la literatura, y sOlo se reporta la preparacion de un filme quitosano:MAA
mediante conjugacion para fines cosméticos y de proteccion al UV (Fernandes et
al., 2015). Este filme destaca por ser biodegradable al igual que las
nanoformulaciones chitosano-MAAs, producidas en esta Tesis, también se

produce una eficacia alta a la radiacion, pero se utilizan concentraciones
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elevadas de MAAs a diferencia de las indicadas en las nanoformulaciones
quitosano:MAAs, ademas de no presentar las propiedades biomédicas o
biofarmaceuticas de nanoformulaciones de este tipo para aplicaciones en salud
humana u otras relacionadas con fotoprotecciéon de otros organismos como
frutas, alimentos o especies animales de interés comercial.

La eficiencia de encapsulacion fue de 90 % para MAAs en nanoformulacion
con quitosano y la capacidad de carga fue de 0,5 %. La tabla 4 indica que esta
eficiencia de encapsulacion es una de las mas altas en comparacién a otros
ensayos con nanoformulados de productos naturales. Sélo los productos
naturales idebedona y silimarina, nanoformulados en lipidos sélido liquido y
gliceriimonoestereato, respectivamente presentaron porcentajes mayores de
eficiencia de encapsulacion, pero usando concentraciones de 5 mg/mL y 50
mg/mL del compuesto activo en caso, concentraciones muy superiores a las
ensayadas en esta Tesis que fueron desde 15 a 45 ug/mL (Kuadarkunte et al.,
2014: Netto y Jose, 2017). Los bajos resultados del porcentaje de capacidad de
carga de 0,5 % se deben a la baja cantidad utilizada de MAAs, del orden de los
45 ng en comparacion a los 10 mg iniciales de quitosano y TPP. De hecho, en
muchas reacciones es indistinguible un cambio en la masa del pellet de la
nanoformulacion.

Los resultados de fotoproteccion obtenidos en esta investigacion se
lograron con MAAs nanoformuladas en concentraciones de entre 15 a 45 ug/mL
de contenido de MAAs encapsulada. Con estas concentraciones se realizo el
ensayo de pretratamiento con 1 y 4 horas de incubacion antes de la exposicién
al UV. También se realiz6 post tratamiento exponiendo a las células a distintas
dosis de UV, para posteriormente tratar con 4 horas de incubacion con
nanoformulaciones conteniendo MAA. En bibliografia se reportan ensayos de
fotoproteccién con Palitina, una de las MAAs conocidas. Las concentraciones
utilizadas mas bajas corresponden a 3 mg/mL con 20 J/cm?, recuperando una
viabilidad celular de 100 % (Lawrence et al., 2018 a). Este resultado es el mas
cercano a los resultados de fotoproteccion obtenidos en esta Tesis, sin embargo,

se requieren concentraciones de 3 mg/mL para producir 100 % de viabilidad
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celular después de la exposicion de queratinocitos a radiacion UV con
preincubacion con Palitina, sin las ventajas en biodisponibilidad y extension de
vida media que produce el uso de nanoformulaciones quitosan-MAAs. Por otro
lado, el espectro de absorcién de radiacién UVB de Palitina va desde 320 a 340
nm, y los extractos de MAAs comprenden un espectro mas amplio, que va desde
300 a 350 nm, ya que estda conformado por muchas mas especies de
micosporinas. La idea general en estos experimentos es ampliar el rango de
absorcion UV, generando amplia fotoproteccion a distintas longitudes de onda de
la radiacion, idealmente descubrir nuevas especies de MAAs que permitan cubrir
zonas de luz UVA. Ademas, en ensayos de desplazamiento térmico realizados
por Lawrence et al. (2018 a) se demostré que Palitina no esta relacionado con la
union del complejo KEAP1-NFR2, a diferencia de Shinorina que participa
directamente en esta interaccion (Gaseca et al., 2015) y Porphyra 334 que activa
genes regulados por NFR2 (Ryu et al., 2015). Esto demuestra la ventaja de
ocupar extractos completos de MAAs, ya que las MAAs en forma especifica
presentan diferentes mecanismos bioldgicos de fotoproteccion.

En la tabla 1 se presentan estudios de fotoproteccion similares al realizado
en la presente investigacion, incluyendo el uso de nanoformulaciones de
productos naturales tales como polifenoles, curcumina, idebenona, resveratrol,
silmarina y cianidin-3-o-glucosido.

De acuerdo a la Tabla 1, el efecto fotoprotector con nanoformulaciones de
MAAs se produce con la concentracion de 45 ug/mL, la menor concentracion de
las revisadas en bibliografia, junto a un 90 % de eficiencia de encapsulacion
superior a varios de los resultados tabulados. Por otro lado, estos ensayos estan
realizados en una linea celular, HaCaT, lo que evita realizar ensayos directos en
animales de laboratorio, en que es necesario producir edemas y eritremas en piel
de raton.

Los estudios de fotoproteccion celular mediante nanoformulaciones
muestran eficiencias de encapsulacion menores a las ensayadas con extractos
de algas rojas ricas en MAA. Estos resultados fueron de un 90 % en esta Tesis

para nanoformulaciones quitosano:MAAs, mientras que fueron de un 50 % para
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polifenoles como principio activo nanoformulado (Baccarin et al., 2015), 85 %
para curcumina (Chopra et al., 2016), 60 % para acido fendlico (Daré et al., 2020),
33 % para polifenoles (Josha et al., 2018), 79 % para resveratrol (Abbas y Kamel,
2019) y 45 % para cianidin-3-o-glucésido (Lin et al., 2018). Los ensayos con
idebenona vy silimarina presentaron resultados de encapsulacion mayores a los
reportados en este ensayo y sin presencia de eritremas, pero usando altas
concentraciones de los productos naturales, 5 mg/mL y 50 mg/mL,
respectivamente (Kim et al.,, 2014: Lacatusu et al., 2011). Los resultados de
viabilidad de curcumina y nanoparticulas de 6xido de cerio son similares a los
reportados en esta investigacion con extractos ricos en MAAs, sin embargo, en
dichos estudios se constato toxicidad y baja biodisponibilidad de curcumina
(Joshi et al., 2017: Kumar y Jose, 2020). Todo lo anterior implica que los
resultados de esta Tesis suponen un importante avance en nanoformulaciones
con productos fotoprotectores que proyectan la importancia del uso de extractos
de MAAs en biocosmético, biomedicina o aplicaciones tecnoldgicas o0 en
agricultura. Finalmente, los resultados obtenidos en esta Tesis con células en
cultivo evitan ensayos directos en piel, y permiten evitar el uso de animales de
laboratorio, con las implicancias éticas asociadas a esto (Hatakeyama et al.,
2019: Kyadarkunte et al., 2014: Lacatusu et al., 2011).

Asimismo, los estudios presentados en esta investigacion fueron realizados
con preincubacion y post incubacion con las nanoformulaciones ensayadas,
destacando que estudios de fotoproteccién con post incubacién no han sido
descritos en bibliografia. Esto genera una serie de posibilidades, ya que el uso
de agentes fotoprotectores naturales no solo podrian ser utilizados como agentes
preventivos del dafio UV, abriendo un camino hacia el uso de nanoformulaciones
guitosano-MAA con fines regenerativos que sean capaces de revertir el dafio

ocasionado por la radiacion UV.
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8.- CONCLUSIONES

e Se demostr6 el efecto fotoprotector de nanoformulaciones de
quitosano/TPP:MAA, en cultivo de células HaCaT, tratadas con luz UV.

e LOs extractos acuosos ricos en aminoacidos tipo micosporina obtenidos
desde M. laminarioides presentan un alto rendimiento comparados con extractos
obtenidos desde otras algas rojas y organismos productores, llegando a 70 mg
por gramo de alga seca.

¢ En la cosecha del mes de octubre se detectaron 15 especies de MAAs
mediante HPLC, las cuales potencialmente corresponderian a especies de
micosporinas, de las 23 descritas en la naturaleza y con diferencias en la
concentracién relativa de micosporinas entre especies. Este resultado presenta
estacionalidad segun el mes de cosecha.

e La eficiencia de encapsulacion fue de un 90 % para MAA en
nanoformulacién con quitosano y la capacidad de carga fue de un 0,5 %.

e Las nanoformulaciones con MAA muestran un efecto de recuperacién de
la viabilidad celular similar al 100% en relacion al uso de extractos de MAA sin
nanoformular que son del orden del 50%. Estos efectos son comparables a la
viabilidad celular sin exposicién al UV.

e Estos resultados abren un importante campo de estudio de
nanoformulaciones con MAA para uso potencial en cosmética y fotoprotectores
naturales. Se ha demostrado que existe para posibilidad de fotoproteger células
de la piel con ensayos de pre- y post-incubacion a dosis letales de irradiacién con
luz UV, incluso de 30 J/cm?, constituyendo un camino de exploracion de la
nanovehiculacion de MAAs de algas como fotoprotector en ambitos como la

agricultura y salud publica.
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