La investigacién reportada en esta tesis es parte de los programas de investigacién del
CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja
California).

La investigacion fue financiada por el SECIHTI (Secretaria de Ciencia, Humanidades,
Tecnologia e Innovacidn).

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imagenes, fragmentos de
videos, y demas material que sea objeto de proteccidon de los derechos de autor, serd
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la
obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproduccion,
edicion o modificacién, serd perseguido y sancionado por el respectivo o titular de los
Derechos de Autor.

CICESE®© 2025. Todos los derechos reservados



Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn
Superior de Ensenada, Baja California

3"—_'

CICESE.

Doctorado en Ciencias
en Ciencias de la Vida

Estudio y caracterizacion del efecto del fucoidan como
modulador de la remodelacion 6sea in vitro y en dos modelos
in vivo de pérdida dsea

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Doctor en Ciencias

Presenta:

Jessica Sharlin Landeros Juarez

Ensenada, Baja California, México

2025



Tesis defendida por

Jessica Sharlin Landeros Juarez

y aprobada por el siguiente Comité

Dra. Patricia Juarez Camacho

Directora de tesis

Dr. Enrique Hernandez Garibay

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier

Dra. Alejandra Prieto Davo

Dra. Lorena Maria Duran Riveroll

Dr. Edgardo Alfredo Septlveda Sanchez Hidalgo
Coordinador del Posgrado en Ciencias de la Vida

Dra. Ana Denise Re Araujo
Directora de Estudios de Posgrado

Copyright © 2025, Todos los Derechos Reservados, CICESE
Prohibida su reproduccion parcial o total sin la autorizacion por escrito del CICESE



Resumen de la tesis que presenta Jessica Sharlin Landeros Juarez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctora en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Estudio y caracterizacion del efecto del fucoidan como modulador de la remodelacion ésea in vitro
y en dos modelos in vivo de pérdida 6sea

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Directora de tesis

El hueso es un tejido dinamico en constante remodelacion, cuyo desequilibrio puede derivar en
enfermedades de pérdida 6ésea como la osteoporosis o la metastasis dsea asociada al cancer. Si bien
existen terapias que mejoran la integridad del hueso, su uso prolongado provoca efectos secundarios.
En este trabajo se explord el efecto de los fucoidanos aislados de tres especies de algas pardas -
Macrocystis pyrifera, Sargassum muticumy Undaria pinnatifida- sobre el proceso de remodelado éseo,
asi como en la pérdida dsea inducida por la deficiencia de estréogenos y la generada en un modelo de
metastasis osteolitica del cdncer de mama. La caracterizacién quimica de los fucoidanos confirmé un
contenido variable de fucosa (10-31.5 %), de sulfatos (26.5-41.5 %) y de acidos urdnicos (hasta 44 %).
En el analisis estructural por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por sus
siglas en inglés) se encontraron similitudes entre los fucoidanos extraidos y sus analogos comerciales.
En los ensayos biolégicos con células de médula dsea o de preosteoblastos de ratén, los fucoidanos en
altas concentraciones (a partir de 100 pg mL?) aumentaron significativamente los depdsitos de calcio
posterior a 21 dias de cultivo. Por el contrario, en los ensayos de osteoclastogénesis, los fucoidanos,
con concentraciones menores (5 pg mL?t), inhibieron significativamente la formacion de los
osteoclastos. Los ensayos de expresidn de genes mostraron una disminucion en la relacién Rankl/Opg,
lo que sugiere un efecto osteoprotector. Los experimentos ex vivo en calvarias de ratéon neonato
confirmaron un aumento en las 4reas de formacion dsea dependiente de la concentracion y una
modulacién en diferentes genes de la remodelaciéon ésea como Sost, Runx2, Ctsk, Rankl, y Opg. El
efecto de los fucoidanos se evalud en dos modelos de pérdida dsea in vivo: por ovariectomia (OVX) y
por metdastasis dsea. En el primer modelo, la administraciéon de 10 y 100 mg kg™ del fucoidan de U.
pinnatifida generd una pérdida dsea significativa dependiente de la dosis. Por otro lado, en el modelo
de metdstasis dsea, el tratamiento intraperitoneal diario de los fucoidanos (10 mg kg?) redujo
significativamente las lesiones osteoliticas, disminuyd la carga tumoral y preservo la microarquitectura
Osea. En conjunto, estos hallazgos muestran que los fucoidanos pueden tener un efecto diferente en
funcién de la concentracién y de la dosis, y esta versatilidad demuestra que tienen potencial como
agentes terapéuticos contra las enfermedades déseas.

Palabras clave: Agente anabdlico, formacion dsea, Macrocystis pyrifera, polisacarido sulfatado,
reabsorcidn dsea, Sargassum muticum, Undaria pinnatifida



Abstract of the thesis presented by Jessica Sharlin Landeros Juarez as a partial requirement to obtain
the Doctor of science degree in Life Sciences.

Study and characterization of the effect of fucoidan as a modulator of bone remodeling in vitro and
in two in vivo models of bone loss

Abstract approved by:

Dra. Patricia Juarez Camacho
Thesis Director

Bone is a dynamic tissue that undergoes constant remodeling, whose imbalance can lead to bone loss
diseases, such as osteoporosis or cancer-associated bone metastasis. Although therapies exist to
maintain bone integrity, their long-term use can cause side effects. In this work, we explored the effect
of fucoidans isolated from three brown macroalgae species -Macrocystis pyrifera, Sargassum muticum,
and Undaria pinnatifida- on bone remodeling, bone loss induced by estrogen deficiency, and bone loss
caused by a breast cancer-induced osteolytic bone metastasis model. The chemical characterization of
fucoidans confirmed a variable content of fucose (10-31.5 %), sulfates (26.5-41.5 %), and uronic acids
(up to 44 %). Structural analysis by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) found similarities
between the extracted fucoidans and their commercial analogs. In biological assays using bone marrow
cells (BMCs) or preosteoblasts from mice, fucoidans significantly increased calcium deposits at higher
concentrations (from 100 pg mL?) after 21 days in culture. In contrast, in osteoclastogenesis assays,
fucoidans significantly inhibited osteoclast formation at lower concentrations (5 pg mL?). Gene
expression assays showed a decrease in the Rankl/Opg ratio, suggesting an osteoprotective effect. Ex
vivo experiments in neonatal mouse calvaria confirmed a concentration-dependent increase in bone
formation and modulation of various bone remodeling genes, including Sost, Runx2, Ctsk, Rankl, and
Opg. The effect of fucoidans was evaluated in two in vivo models of bone loss: by ovariectomy (OVX)
and by bone metastasis. In the first model, the administration of 10 and 100 mg kg produced a
significant dose-dependent bone loss. On the other hand, in the bone metastasis model, daily
intraperitoneal treatment with fucoidan (10 mg kg™) significantly reduced osteolytic lesions, tumor
burden, and preserved bone microarchitecture. Altogether, these findings indicate that fucoidans can
have varying effects depending on the dose and concentration, demonstrating their potential as
therapeutic agents against bone diseases.

Keywords: Anabolic agent, bone formation, bone resorption, Macrocystis pyrifera, Sargassum
muticum, sulfated polysaccharide, Undaria pinnatifida
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mecanosensoras que modulan el proceso de remodelacidn ésea. c), izquierda: Imagen de
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microscdpica de un osteocito, obtenida con un microscopio electrdnico de barrido por emisién
de campo. Obtenido y modificado de (Bellido et al., 2019; Robling y Bonewald, 2020; Safadi et
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Oseas. Se observa una BMU de una seccion del hueso cortical de una vértebra de raton. La
imagen se tomd con un microscopio electronico de barrido y posteriormente se coloreé.
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Figura 3. La remodelacién ésea es dindmica e involucra diferentes células. La remodelacion ésea es un
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mineralizacién. Imagen obtenida y modificada de Arakil et al. (2024).......cccccvveeeecieeeeecieeeeens 5

Figura 4. La microarquitectura ésea se altera con la osteoporosis. Comparacién de la densidad ésea
entre un hueso normal versus uno con osteoporosis. a) Reconstruccidon tridimensional de una
vértebra de una paciente sana de 24 afios. b) Reconstruccién tridimensional de una vértebra
de un paciente de 84 afios con osteoporosis. Nétese el deterioro de las trabéculas. Imagen
obtenida y modificada de Pavy-Le Traon et al. (2007)......c.ueeieiiiieeeciieee et 7

Figura 5. Efecto de los estrégenos y andrdgenos en el cuerpo. El estrégeno regula el remodelado 6seo
suprimiendo la formacion y activacién de los osteoclastos (flechas truncadas azules) mientras
estimula la activacion y la mineralizacién de los osteoblastos (flechas azules). Los andrégenos
inhiben la diferenciacién de los precursores mesenquimales de los osteoblastos (flecha
truncada azul), pero promueven la diferenciacion de los osteoblastos (flechas rojas). Durante
el tratamiento con los inhibidores de la aromatasa se disminuyen los niveles de estrégenoy la
reabsorcidn y formacién dsea se desbalancean, lo que da como resultado la pérdida désea. Las
flechas se refieren al rol de promocién, y el simbolo de flechas truncadas “~~” se refiere al rol
de inhibicion (Almeida et al., 2017). ..uuoii i et ara e e 7

Figura 6. Cascada de invasidn metastdsica. El paso inicial de la invasidon permite que las células del
tumor primario rompan la membrana basal. Después estas células pueden intravasarse en los
microvasos linfaticos o sanguineos. Estos Ultimos pueden transportar a las células cancerosas
a través de la circulacion general hacia sitios anatdomicos distantes donde pueden quedar
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atrapadas, posteriormente extravasarse y formar micrometastasis dormantes. Algunas de las
micrometdstasis pueden adquirir la capacidad de colonizar el tejido en el que han aterrizado,
lo que les permite formar una metdstasis macroscépica. Imagen obtenida y modificada de
F N LI = - | T 0710 R 8

Figura 7. Estructura quimica del fucoidan. El fucoidan es un polisacdrido sulfatado, formado por
unidades de fucosa unidas por enlaces a-(1-2>3) y a-(1-2>4), con grupos sulfato en los carbonos
2 y/o 4. Ademas esta molécula puede tener pequefias cantidades de otros azlicares como
galactosa, manosa o xilosa, asi como acido urdnico y grupos acetilo, lo que le confiere una
elevada carga negativa. La estructura del fucoidan varia de acuerda con la especie del alga y el
método de extraccion. Imagen obtenida de Kang et al. (2015).....ccccecveeeceeerieerieeecree e 12

Figura 8. a) Regién de muestreo en el estado de Baja California propuesta por (Rubio-Polania et al.,
2016). b) Diagrama ilustrativo de la forma de colecta de los especimenes (Beas-Luna y Ladah,
1 USSR 16

Figura 9. Diagrama de flujo para la obtencion de fucoidan. ..........cooeciviiieciiii e 17

Figura 10. Lineas celulares empleadas en los ensayos de viabilidad celular. (a y b): Lineas celulares no
cancerosas (MC3T3-E1 y 293T). (c y d): Lineas celulares de cdncer de mama de ratén (4T1y
PyMT-R221A). (e-g): Lineas celulares de cadncer de mama de humano (MDA-MB-231, MCF-7 y
TA47-D). BArra 400 M. ....ovieeeciiiee ettt e ettt e e eeette e e s ette e e eettaeeeebtaeesestaeesaseseaeasteeesaseaeessassenananns 22

Figura 11. Anatomia de la calvaria murina. Ubicacién de las suturas éseas en la calvaria murina. a)
Distribucion de los cortes realizados sobre la calvaria. b) Modificado de Mohammad et al.,
(2008). oo e e e e e e e e et ee e e e ee e ee e et ee e e e s ee e e e e s eeeenans 26

Figura 12. Ovariectomia en los ratones. Sitios de incisidn para acceder a la cavidad abdominal mediante
doble incision dorsolateral. a) Escision de los ovarios. b) X denota corte. Modificado de Souza
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Figura 13. Regidon de corte entre la lumbar 1y el sacro 1. La imagen superior muestra una tomografia
computarizada, y la imagen inferior muestra una resonancia magnética del esqueleto axial de
un ratén. X denota corte. Tomado y modificado de Harrison et al. (2013). .......ccceeeevveerereenee. 33

Figura 14. Inoculacidn intracardiaca en el ventriculo izquierdo del corazén. a) Vista radiografica del
térax de un ratén adulto que muestra la zona adecuada para la inoculacién intracardiaca. b) La
muesca esternal y el apéndice xifoides (linea horizontal punteada superior e inferior,
respectivamente) sirven como puntos de referencia anatdmicos para la inoculacién
intracardiaca. Obtenido y modificado de Campbell et al. (2012). .....ooeeverieeeeciieeecieee e, 36

Figura 15. Curvas estandar para la caracterizacion quimica de los extractos de fucoidan. a) Curva
estandar de fucosa, b) curva estandar de carbohidratos totales, c) curva estandar de sulfatos y
d) curva estadndar de 4CidOS UrONICOS. ...ccccuuieieeciiieeeciiee e et e tee e e ree e e e are e e e e earee e e e baeeeeenneas 40

Figura 16. Modelo ramificado de Percival. Estructura que muestra los grupos sulfatos que se
encuentran enlazados a la molécula principal de fucosa en los carbonos nimero 3 y 4. ....... 41

Figura 17. Espectros de FT-IR de los fucoidanos. Las lineas verticales en rosado sefialan los picos
caracteristicos del fucoidan: 1,620 cm™ (C=0, &cidos urénicos); 1,417 cm™ (CHs, grupos
carboxilos de los acidos urdnicos); 1,250 cm™ (S=0, vibracidn de estiramiento de los grupos
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sulfato) y 840 cm™ (C-4 axial de los grupos sulfato). UPC= U. pinnatifida comercial, UP= U.
pinnatifida extracto, SM=S. muticum extracto, MPE= M. pyrifera extracto y MPC= M. pyrifera
oo T3 0 1=T ol - TSP PUPP 42

Figura 18. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad de los preosteoblastos de ratén MC3T3-E1. (ay d)
Las células MC3T3-E1 se trataron con diferentes concentraciones de cada fucoidan (5-160 pg
mL?) por 24 h. (b y c) Los fucoidanos comerciales no tuvieron efecto en la viabilidad celular,
pero los fucoidanos extraidos de M. pyrifera y S. muticum la inhibieron significativamente. e)
Solo el fucoidano extraido de U. pinnatifida promovié el aumento en la viabilidad de las células
con bajas concentraciones. Los resultados se presentan como graficas de barras con todos los
valores individuales (n=4 replicados bioldgicos) y el error sobre la media (+SEM). ANOVA de
una via seguido del post test de Dunnett. El valor P<0.05 se consideré como estadisticamente
significativo. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo. ..... 43

Figura 19. Panel de seleccién de controles para la osteoblastogénesis. Imagenes representativas de la
tincién con rojo de alizarina S que muestran la mineralizacién formada posterior a 21 dias de
cultivo. De izquierda a derecha se muestra el control de dexametasona 10 nM; acido ascdorbico
25 pg mL?; R-glicerofosfato 5 mM; la combinacidon de dexametasona 10 nM, acido ascérbico
25 pg mL?! y B-glicerofosfato 5 mM; y la combinacién de acido ascérbico 25 pug mL?! y R-
glicerofosfato 5 mM. De arriba a abajo se muestra el efecto en la mineralizacion de las células
de médula dsea y de las células MC3T3-E1, respectivamente. Aumento 200X.............c........ 44

Figura 20. El fucoidan modula la osteoblastogénesis en las células de médula dsea. a) Efecto de los
fucoidanos aislados de M. pyrifera, b) S. muticumy c) U. pinnatifida. Imagenes representativas
de los depdsitos de calcio producidos por las células de médula ésea después de 21 dias de
exposicidn a los fucoidanos. Control positivo (C*): medio completo a-MEM con acido ascorbico
y B-glicerofosfato sin fucoidan. Control negativo (C): medio completo a-MEM. Aumento 100
X. Las imdgenes mostradas son representativas de tres experimentos independientes, cada
uno con cuadruplicados (n=4). d) Evaluacién cuantitativa de las imagenes de ARS por medio de
la densidad integrada (area x intensidad de rojo). ANOVA de una via seguida del post test de
Tukey. Para todas las comparaciones p<0.05 se considerd significativo. ........cccoecveeeiicieeenns 46

Figura 21. Los fucoidanos aumentan los depdsitos de calcio con altas concentraciones durante la
diferenciacidn de las células MC3T3-E1. Imagenes representativas de la tincién con rojo
alizarina S de células MC3T3-E1 que muestran depdsitos de fosfato de calcio (rojo) tras 21 dias
de tratamiento con fucoidan a 5, 50, 100, 200 y 400 ug mL™ . Los fucoidanos se aislaron de a)
M. pyrifera, b) S. muticum y c) U. pinnatifida. Control positivo (C+): medio a-MEM completo
con acido ascérbico y B-glicerofosfato sin fucoidan. Control negativo (C- ): medio a-MEM
completo. Aumento 100x. Imagenes representativas de tres experimentos independientes con
cuadruplicados (n=4). d) La mineralizaciéon se evalué cuantitativamente por medio de la
densidad integrada de las imagenes tefiidas con ARS. El andlisis estadistico se realizd mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba post test de Tukey. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con P<O.05.........uuiiiiiiiiei e et 47

Figura 22. Efecto de los fucoidanos en el tejido de calvaria. Secciones del tejido de las calvarias tefidas
con H&E correspondientes a a) M. pyrifera, b) S. muticum y c) U. pinnatifida (aumento 400X).
Los fucoidanos promovieron de manera diferente el area de nuevo hueso (d-f). Analisis
histomorfométrico del drea de formacion ésea. Los resultados se expresan como diagramas
de cajas con bigotes con valores individuales de los datos (n = 9). ANOVA de una via con post
test de Dunnett. Los resultados de la cuantificacién se expresaron con sus respectivos valores
de p. OB: old bone (viejo hueso) y NB: new bone (hueso NUEVO). .......ccceeecveeeiieeeciieeeireeeeneenns 48
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Figura 23. Efecto de los fucoidanos en los genes de remodelacidn dsea. (a-e) Expresidn génica de los
marcadores de formacidn y reabsorcion ésea en calvarias de raton neonato tratadas con 200
ug mL™ de cada fucoidan. f) La relacién Rankl/Opg muestra que solo el fucoidan extraido de
U. pinnatifida redujo significativamente la capacidad osteoclastica. Los resultados se
presentan como graficos de barras con valores individuales de los datos (n = 4). El analisis
estadistico se realizé mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de Tukey. Un valor
de p<0.05 se considerd significativo. Control: medio completo, C+: insulina 50 pg mL™?, MPE:
M. pyrifera extracto, SM: S. muticum extracto, UPE: U. pinnatifida extracto. .........cccccueeee.... 49

Figura 24. Efecto del fucoidan comercial y del 4cido zoledrénico en los pesos de los ratones. Los ratones
Balb/c se pesaron una vez por semana durante ocho semanas. Andlisis de modelos mixtos con
post test de Sidak. Los resultados se expresaron como la media £ SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.000 y ns como no significativo cuando se compararon contra el control
OVX. Los resultados se expresaron como #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001; ####P<0.0001 y ns
como no significativo cuando se compararon contra el control sham. ...........ccccceeeeeiveeennnen. 50

Figura 25. Efecto del fucoidan y del 4cido zoledrénico en el peso del Utero. Los ratones Balb/C fueron
tratados con fucoidan (100 mg kg™) o &cido zoledrdnico (1.25 pg kgt) durante cuatro semanas.
Los Uteros se disectaron 48 h después del ultimo tratamiento. Uteros disectados (a). Pesos de
los Uteros en relacidn con el peso corporal de los ratones (b). ANOVA de una via con post test
de Dunnett. Los resultados de la cuantificacién se expresaron como la media + SEM *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 y ns como no significativo. ........cccceeeeciiieinciieeieiiieeens 50

Figura 26. Efecto del fucoidan y del acido zoledrdnico en el hueso trabecular de ratones
ovariectomizados tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. a) Fraccién del volumen dseo (%
BV/TV), b) espesor trabecular (Tb. Th), c) separacidn trabecular (Th. Sp), d) nimero trabecular
(Tb. N), e) densidad de conectividad (Conn.D) y f) Densidad Mineral dsea (BMD). ANOVA de
una via con post test de Dunnett. Los resultados cuantificados se expresaron como la media +
SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001 y ns como no significativo................... 51

Figura 27. Efecto del fucoidan extraido de U. pinnatifida en la morfologia y el peso de los tteros de los
ratones C57BL/6 ovariectomizados. a) Disefio experimental. b) Porcentaje de cambio de peso
a partir del peso inicial de cada ratdén. Analisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los
resultados se expresaron como #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001; ####P<0.0001 y ns como no
significativo cuando se compararon contra el control sham. c) Imagenes que muestran la
morfologia de los Uteros que recibieron la ovariectomia bilaterial o la cirugia simulada. Notese
que los grupos control (OVX) y los tratados con 100 y 10 mg kg* de fucoidan provocaron el
adelgazamiento de los Uteros. d) Cuantificacién de los pesos de los Uteros. ANOVA de una via
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Figura 28. Efecto del fucoidan extraido de Undaria pinnatifida en la densitometria dsea de los fémures
y vértebras de los ratones ovariectomizados. a) DXA de los fémures. b) DXA de las vértebras
lumbares L1-L4. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron como
grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control OVX o sham.

Figura 29. Efecto de los tratamientos del fucoidan de Undaria pinnatifida en el hueso cortical de los
ratones ovariectomizados. El hueso cortical de los fémures de los ratones ovariectomizados se
midié y se determind que ningun tratamiento con fucoidan alterd los pardmetros del hueso
cortical. a) Area total (TA), b) drea de hueso (BA), c) relacién del drea transversal total ocupada
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por tejido éseo (BA/TA), d) drea de médula ésea (Ma. Ar), e) grosor cortical (Ct. Th.) y f)
densidad mineral ésea (BMD). ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se
expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos y ns significa no significativo
cuando se compararon CoN [0S CONLIOIES. ......uviiiiiiiiiiiiieeee e e e e e 55

Figura 30. Efecto de los tratamientos del fucoidan de U. pinnatifida en el hueso trabecular de los
ratones ovariectomizados. Se midieron los parametros relacionados con el hueso trabecular
en los fémures de los ratones ovariectomizados. a) Volumen 6seo (BV), b) volumen total (TV),
c) fraccién del volumen 6seo por volumen total (BV/TV), d) grosor trabecular (Th. Th.), e)
separacion trabecular (Tb. Sp.), f) nimero trabecular (Tb. N.), g) densidad de conectividad
(Conn. D) y h) densidad mineral ésea. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los
resultados se expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon contra
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Figura 31. Efecto del fucoidan extraido de U. pinnatifida en la pérdida dsea inducida por OVX. El panel
superior muestra imagenes representativas del hueso cortical (vistos como discoides blancos)
de los fémures de los ratones ovariectomizados y tratados con el fucoidan de U. pinnatifida.
En el panel central se muestran imagenes representativas del hueso trabecular de los grupos
de estudio. NStese las dreas de pérdida dsea en los grupos OVX y de 100 mg kg* del fucoidan.
En el panel inferior se observan imagenes representativas de las reconstrucciones de los
fémures de los grupos de estudio. Barra 1 Mm. ......ccccoeiiiiiiiiiiciiee e e 57

Figura 32. Curvas de crecimiento en las células de cancer de mama y no cancerosas. Panel de gréficas
de crecimiento celular para a) MC3T3-E1, b) 293T, c) 4T1, d) PyMT-R221A, e) MDA-MB-231, f)
IVICF=7 Y 8) TATZ-D. oottt ettt s e s st en e ena s esnaeeenanens 58

Figura 33. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular de distintas lineas celulares de cdncer de
mama y no cancerosas. Graficas de barras que muestran el efecto de los fucoidanos en la
viabilidad de diferentes células de cdncer comparadas con las células normales 293T. Los
resultados se presentan como gréficas de barras con todos los valores individuales (n=4
replicados bioldgicos) y el error sobre la media (+SEM). ANOVA de una via seguido del post test
de Dunnett. El valor P<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. *P<0.05,
**Pp<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo. ........cccceeeveervrirevieercreeennen. 60

Figura 34. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular de distintas lineas celulares de cancer de
mama humano. Gréficas de barras que muestran el efecto de los fucoidanos en la viabilidad
de diferentes células de cancer de mama humano a 24 y 48 h de exposicion. Los resultados se
presentan como graficas de barras con todos los valores individuales (n=4 replicados
biolégicos) y el error sobre la media (:SEM). ANOVA de una via seguido del post test de
Dunnett. El valor p<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. *P<0.05, **P<0.01,
***¥P<0.001, ****P<0.0001 y ns como NO SigNificatiVo. ......cccueeeieciiieieciiee e 61

Figura 35. Efecto del fucoidan comercial de M. pyrifera en la viabilidad celular de 4T1. Las células 4T1
se cultivaron en presencia o ausencia del fucoidan por 24, 48 y 72 h antes de la medicion de la
viabilidad celular. Las concentraciones de 80 y 160 pug mL™ mantuvieron su efecto inhibitorio
hasta las 72 h. Cada condicién se evalué por cuadruplicado y la absorbancia se midié a 570 nm.
Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; y
****P<0.0001. ANOVA de una via con el post test de Bonferroni. .......ccccceeeveeeivcieeeeccineeenns 62
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Figura 36. Efecto del acido zoledrdnico en la viabilidad celular de 4T1. Las concentraciones de 75 y 100
MM inhibieron mds del 50 % de la viabilidad celular a partir de 48 h de exposicidn a los
tratamientos. El efecto inhibitorio se mantuvo hasta las 72 h en la concentracion de 100 puM.
Cada condicion se evalud por cuadruplicado y la absorbancia se midié a 570 nm. Los resultados
se expresaron como la media + SEM*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; y ****P<0.0001. ANOVA
de una via con el post test de BONTEIroNi. ....coocuviiiiiiiiiiceeecee e 63

Figura 37. Efecto combinado del fucoidan y del acido zoledrdnico en la viabilidad de células de cancer
4T1. Las células 4T1 se trataron en presencia o ausencia del fucoidan y acido zoledrdnico por
24 y 48 h. MPC = fucoidan comercial de M. pyrifera. Los resultados se expresaron como la
media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; y ****P<0.0001. ANOVA de una via con el post
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Figura 38. El fucoidan de U. pinnatifida inhibe la migracidn de las células 4T1. a) Ensayo de la herida
realizado en células 4T1 tratadas con 160 ug mL? de los fucoidanos. Panel de imagenes
representativas que muestra la trayectoria del cierre de la herida a través del tiempo. Nétese
gue en las Ultimas dos columnas no hay un cierre de la herida. b) Grafica de lineas que muestra
la cuantificacidn del porcentaje del cierre de la herida en diferentes tiempos. ANOVA de dos
vias con post test de Tukey. Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05;
*¥*¥P<0.01; ***P<0.001 y ****P<0.0001. ....ccverreererreeieeseesreesresreereeteesreesseesseesresseenseenseens 66

Figura 39. Efecto del tratamiento del fucoidan de Undaria pinnatifida en un modelo ortotépico de
cancer de mama. a) Los ratones Balb/c se pesaron tres veces por semana durante un mes. Se
determind el porcentaje de cambio de peso de los ratones con tumores primarios. b) Volumen
de los tumores. c) Morfologia de los tumores al finalizar el régimen de tratamiento. d) Peso de
los tumores. Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 y ****P<0.0001 cuando se compararon con el control PBS 1X. UPE: U. pinnatifida
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Figura 40. Variacidon del peso de los ratones en el experimento de metastasis dsea. Se determind el
peso relativo medio de los ratones con metastasis dsea tratados con fucoidan (100 mg kg™)y
se compard con ratones que recibieron PBS 1X como control. Andlisis de modelos mixtos con
post test de Sidak. Los resultados se expresaron como la media + SEM. *P<0.05, **P<0.01,
***p<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control
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Figura 41. Radiografias de los fémures y tibias en el tratamiento de la metastasis dsea. a) Imagenes
representativas de los ratones tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. Las flechas blancas
muestran las areas de ostedlisis. b) Cuantificacion de las dreas de ostedlisis. ANOVA de una via
con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron como la media = SEM. ns significa no
significativo cuando se compararon con el CoONtrol. ........cccoveeeeiiiieeciiiee e 69

Figura 42. Efecto del tratamiento del fucoidan en el peso de los ratones con metastasis dsea. Los
ratones Balb/c se pesaron diariamente durante doce dias. Se determind el porcentaje del
cambio de peso de los ratones con metastasis 6sea. Notese que los grupos que recibieron el
tratamiento con el fucoidan de U. pinnatifida evitaron la pérdida de peso significativamente.
Analisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los resultados se expresaron como la media
+ SEM *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se
compararon con €l CONTrol PBS 1X. .....uuiiiiiiiiieciiiee ettt svee e e saaee e s e e e e e enreee e e nres 70



XViii

Figura 43. Morfologia y peso de los bazos de los ratones con metastasis dsea tratados con el fucoidan
de U. pinnatifida. Los ratones Balb/c se trataron con dos fuentes de fucoidan de Undaria
pinnatifida: un extracto y uno comercial. a) Morfologia de los bazos. b) Pesos de los bazos.
ANOVA de una via con post test de Dunnett. Los resultados se expresaron como la media *
SEM *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 y ns como no significativo cuando se
compararon con €l CONTIOI PBS 1X. .. .uuiiiiiiiiie ettt e e s sre e e s e sibee e s s sree e s eares 70

Figura 44. Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la metastasis sea del cancer de mama. a) Imagenes
representativas de radiografias correspondientes a los fémures y tibias de los ratones con
metastasis osea. b) Fémures tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. (c) Cuantificacion de
las areas de ostedlisis (d). Cuantificacion del area de hueso y del tumor en los cortes
histolégicos. Aumento 100X. Los resultados se expresaron como grafica de cajas con bigotes
con todos los puntos. ANOVA de una via con post test de Dunnet. *P<0.05, **P<0.01,
***¥P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control

Figura 45. Efecto de los tratamientos del fucoidan de U. pinnatifida en el hueso cortical de los ratones
con metdstasis dsea. El hueso cortical de los fémures de los ratones con metdastasis se midid y
se determind que ningun tratamiento con fucoidan alteré los parametros del hueso cortical.
a) Area total (TA), b) area de hueso (BA), c) relacién del area transversal total ocupada por
tejido 6seo (BA/TA), d) drea de médula dsea (Ma. Ar), e) grosor cortical (Ct. Th.) y f) densidad
mineral dsea (BMD). ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron
como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****¥P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control PBS y entre
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Figura 46. Efecto de los tratamientos del fucoidan de Undaria pinnatifida en el hueso trabecular de los
ratones con metdstasis 6sea. Se midieron los pardmetros relacionados con el hueso trabecular
en los fémures de los ratones con metastasis ésea. a) Volumen éseo (BV), b) volumen total
(TV), c) fraccion del volumen éseo por volumen total (BV/TV), d) grosor trabecular (Th. Th.), e)
separacion trabecular (Th. Sp.), f) nimero trabecular (Th. N.), g) densidad de conectividad
(Conn. D) y h) densidad mineral ésea. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los
resultados se expresaron como gréfica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon contra
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Figura 47. Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la pérdida dsea inducida por la metastasis ésea del
cancer de mama. En el panel superior se muestran imagenes del hueso cortical de los fémures
de los ratones con metdstasis dsea. En el panel central se muestran imagenes del hueso
trabecular de los grupos de estudio. El panel inferior muestra imagenes representativas de las
reconstrucciones de los fémures en 3D. Barra 1 MM .....coccueeerieeniereiiee e ereeeseeesveeesvee e 74
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Capitulo 1. Introduccion

El tejido dseo es un sistema complejo y dinamico en el que se mantiene un equilibrio entre los procesos
de reabsorcidén y formacién dsea. Este balance depende principalmente de la accidon coordinada de tres
tipos de células: los osteoclastos, los osteoblastos y los osteocitos. En condiciones fisioldgicas, este balance
permite mantener la densidad mineral dsea y reparar microdafios derivados de las actividades cotidianas.
Sin embargo, cuando este equilibrio se rompe, surgen patologias que promueven la pérdida o la formacién

Osea excesiva.

La osteoporosis constituye una enfermedad metabdlica ésea de relevancia clinica a nivel mundial. Se
presenta principalmente en mujeres posmenopausicas, en las cuales la caida de los niveles de estréogenos
disminuye su efecto osteoprotector. Este proceso se provoca la pérdida de masa dsea, el adelgazamiento

del hueso cortical y el deterioro de la microarquitectura trabecular.

Por otro lado, la metastasis dsea es otra condicidon que refleja la compleja interaccidn entre las células
tumorales y el microambiente éseo. En el caso del cadncer de mama, las células que llegan al hueso
estimulan a las células dseas para activar a los osteoclastos y promover la reabsorcion dsea. El resultado
es la formacién de lesiones osteoliticas que provocan dolor intenso, fracturas, hipercalcemia y la muerte

de los pacientes.

El manejo clinico actual de la pérdida désea incluye el uso de bisfosfonatos o anticuerpos monoclonales
como el acido zoledrénico y el denosumab, respectivamente. Sin embargo, su consumo a largo plazo
provoca efectos secundarios como la osteonecrosis mandibular y el sindrome musculoesquelético. Lo
anterior evita la adherencia terapéutica a la medicacidn y promueve la progresion de la enfermedad
principal. Ante este panorama, la busqueda de nuevos compuestos con potencial terapéutico ha cobrado
relevancia. En particular, los polisacaridos sulfatados derivados de las algas pardas, conocidos como
fucoidanos, han despertado interés por sus multiples actividades biolégicas. Recientemente, se ha descrito
su potencial para modular a las células dseas y evitar la proliferacién de las células de cancer de mama. En
este contexto, el estudio del efecto de los fucoidanos como moduladores del proceso de remodelacion
dsea y como agentes con potencial en escenarios de pérdida ésea por la osteoporosis y la metastasis se
vuelve relevante. Estas moléculas, con capacidad de actuar sobre distintos componentes celulares y
moleculares del tejido 6seo, podrian convertirse en una estrategia terapéutica innovadora que podria

preservar la microarquitectura del hueso y evitar la progresion tumoral.



1.1 Antecedentes

1.1.1 El sistema 6seo

El sistema dseo cumple multiples funciones esenciales, entre las que destacan el soporte estructural del
organismo, el anclaje de los musculos, los tendones y los ligamentos, asi como la proteccidn de los érganos
vitales (da Costa Reis y Oliveira, 2020). Ademas, la médula 6sea desempefia un papel crucial en la
hematopoyesis y actia como reservorio de minerales como el calcio y el fésforo (Ansari, 2019). El hueso
es una matriz mineralizada formada por células éseas embebidas en una red de fibras de colageno y
cristales inorganicos como la hidroxiapatita (Rosen, 2009). La composicion del hueso se distribuye en
alrededor de un 20-40 % de la matriz organica, un 50 % de componentes minerales y 5-10 % de agua

(Wolde-Semail y Komlos, 2020).

1.1.2 Células del sistema 6seo

La homeostasis del hueso esta regulada por distintos tipos celulares que se originan en la médula ésea

(Bellido et al., 2019): los osteoblastos, los osteoclastos y los osteocitos.

Los osteoblastos son los responsables de la formacién del hueso. Su principal funcidn es la sintesis y la
secrecién de matriz 6sea compuesta por colageno tipo | y proteinas no coldgenas, ademas de regular la
mineralizacién a través de enzimas como la fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OCN) y osteopontina
(OPN) (Bellido, 2014). Los osteoblastos se originan a partir de un precursor multipotente de origen
mesenquimal, el cual también da lugar a condrocitos, adipocitos, miocitos y fibroblastos. La diferenciacion
hacia cada una de estas lineas celulares estd regulada por factores de transcripcion especificos,
comunmente denominados factores de transcripcion maestros. (Grabowski, 2009). La diferenciacion hacia
osteoblastos mediada por las proteinas morfogénicas dseas (BMPs, por sus siglas en inglés) y el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF, por sus siglas en inglés), entre otras proteinas. Las vias de sefializacidn que
intervienen en la formacién y la diferenciacidn de las células dseas son Wnt/B- catenina y la de Hedgehog.
Una vez diferenciados, los osteoblastos pueden embeberse en la matriz mineral ésea, convertirse en

células de revestimiento dseo o sufrir apoptosis (Rutkovskiy et al., 2016)(Figura 1 a).

Por otro lado, los osteoclastos son células grandes (~100 um), multinucleadas, que degradan el tejido éseo
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dafiado o innecesario. Estas células se originan de progenitores hematopoyéticos de la linea monocito-
macroéfago, y su diferenciacion estd mediada por el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF,
por sus siglas en inglés) y por el ligando del receptor activador del factor nuclear K B (RANKL, por sus siglas
en inglés) (Boyle et al., 2003). El M-CSF promueve la proliferacién y supervivencia de los precursores
mieloides, mientras que RANKL, al unirse con el receptor RANK, activa vias de sefalizacion intracelular
como NF-KB, MAPK y NFATc1; este ultimo considerado como el regulador maestro de la osteoclastogénesis
(Asagiri y Takayanagi, 2007). Estas sefiales promueven la fusién de células mononucleadas para formar
osteoclastos multinucleados capaces de adherirse a la superficie del hueso y formar un borde en cepillo
especializado a través del cual secretan protones, enzimas lisosomales (como la catepsina K, CTSK) y la
fosfatasa alcalina resistente al tartrato (TRAP, por sus siglas en inglés), que degradan la matriz mineral y

orgdnica (Xu y Teitelbaum, 2013) (Figura 1 b).

Figura 1. Células que conforman el hueso. Los osteoblastos activos (flechas negras) son células que forman el hueso.
Se muestran osteoblastos que rodean la superficie del hueso. a), izquierda: Microfotografia histoldgica de secciones
de fémur tefiidas con Safranina O y contrateiidas con tincién de Goldner. a), derecha: Osteoblastos presentes en
superficies dseas cubiertas por osteoide en secciones de hueso de rata tefiidas con von Kossa y McNeal. Los
osteoclastos son células que reabsorben el hueso. b), izquierda: Células multinucleadas tefiidas con la tincion TRAP
(en morado). b), derecha: Osteoclastos tefiidos (flechas negras) mediante la tincién TRAP en secciones de hueso
trabecular del fémur distal de ratones. Los osteocitos son células mecanosensoras que modulan el proceso de
remodelacién dsea. c), izquierda: Imagen de reconstruccién tridimensional de la red de osteocitos en el hueso de
pollo. c), derecha: Imagen microscdpica de un osteocito, obtenida con un microscopio electrénico de barrido por
emisién de campo. Obtenido y modificado de (Bellido et al., 2019; Robling y Bonewald, 2020; Safadi et al., 2009).
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Por su parte, los osteocitos son las células mas abundantes del hueso y derivan de los osteoblastos que
guedan embebidos en la matriz mineralizada durante el proceso de formacidn ésea. Morfoldgicamente,
estas células tienen prolongaciones citoplasmdticas que se extienden a través de canaliculos, lo que les
permite establecer una red interconectada y mantener la comunicacidon con osteoblastos, osteoclastos y
otras células dseas (Bonewald, 2011). Su funcién principal es reguladora, ya que los osteocitos detectan
cambios mecanicos y minerales (Dallas et al., 2013). Estas células regulan la actividad de reabsorcion y

formacidén 6sea a través de la secrecidn de esclerostina y de la modulacion del RANKL (Figura 1 c).

Finalmente, las células de revestimiento 6seo desempefian un rol regulador en el proceso de remodelado
dseo al comunicarse con los osteocitos y proveer de sefiales para la iniciacidon de la diferenciacion de
células madre hematopoyéticas a osteoclastos. Adicionalmente, son las encargadas de preparar la
superficie del hueso al degradar fibras de coldgeno no mineralizadas con el uso de las metaloproteinasas

de matriz (Florencio-Silva et al., 2015).

1.1.3 Proceso de remodelacion dsea

La remodelacién ésea es un proceso dindmico y coordinado que involucra la interaccién secuencial de
osteoclastos y osteoblastos dentro de unidades anatémicas denominadas unidades multicelulares bdsicas

(BMUEs, por sus siglas en inglés) (Figura 2).

Este proceso tiene como objetivo la reabsorcion y la formacién del hueso (Figura 3). Durante la primera
etapa (fase de activacidn), se inicia el proceso en un sitio especifico del hueso. La segunda fase consiste en
la reabsorcion mediada por osteoclastos, acompafiada del reclutamiento de células madre mesenquimales
(MSC, por sus siglas en inglés) y osteoprogenitoras. Durante esta etapa, los osteoclastos se adhieren a la
superficie 6sea a través de integrinas avp3 y forman un anillo de actina, secretan acidos y enzimas como
colagenasasy proteasas que desmineralizan la matriz y degradan proteinas estructurales como el colageno
tipo | (Cappariello et al., 2014). En la tercera fase ocurre la diferenciacién de los osteoblastos, y, finalmente,

se produce la mineralizacidn de la matriz 6sea (Crockett et al., 2011).



Figura 2. Microfotografia de una unidad multicelular basica ésea. Al comienzo del proceso de remodelacion 6sea,
se forman BMUs que permiten la interaccidn entre diferentes células dseas. Se observa una BMU de una seccion del
hueso cortical de una vértebra de raton. La imagen se tomd con un microscopio electronico de barrido y
posteriormente se colored. Obtenido y modificado de Gasser y Kneissel (2017).
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Figura 3. La remodelacidon ésea es dindmica e involucra diferentes células. La remodelacién dsea es un ciclo
complejo dividido en diferentes fases: reposo, reabsorcidn, reversa, formacion y mineralizacidon. Imagen obtenida y
modificada de Arakil et al. (2024).



1.1.4 Remodelacion dsea en desequilibrio: cuando gana la reabsorciéon dsea

El proceso de remodelacidn 6sea puede ser alterado por multiples factores, incluidos los cambios
hormonales asociados a la menopausia, el envejecimiento, la inactividad fisica, el uso de farmacos (como
los glucocorticoides o la quimioterapia) y enfermedades secundarias que conducen al desarrollo de
diversos trastornos, tanto en hombres como en mujeres (Feng y McDonald, 2011). Estos factores pueden
desequilibrar la comunicacién entre los osteoblastos y los osteoclastos al generar un estado de mayor

reabsorcidn désea, lo que conduce a la pérdida de masa ésea.

La pérdida 6sea representa una manifestacion frecuente en diversas enfermedades entre las que destacan
la osteoporosis y la metdstasis dsea del cancer de mama. En la osteoporosis, el desequilibrio entre los
procesos de formacion y reabsorcion désea provoca una disminucién progresiva de la masa vy la calidad del
hueso, lo que incrementa el riesgo de fracturas, en particular en mujeres posmenopausicas y adultos
mayores (Kok-Yong, 2022). En el caso de la metastasis dsea, las células tumorales que colonizan el tejido
dseo inducen alteraciones profundas en su microambiente, estimulan la actividad de los osteoclastos
mediante la via Rank/Rankl y favorecen una reabsorcion ésea acelerada (Lipton et al., 2009). Aunque los
mecanismos son diferentes entre la osteoporosis y la metastasis 6sea, ambas conducen al mismo

desenlace: la pérdida ésea.

1.1.5 Osteoporosis

La osteoporosis es un desorden dseo que se caracteriza por una disminucidn de la resistencia dsea como
resultado de la reduccidon de la densidad mineral 6sea (BMD, por sus siglas en inglés) (Figura 4). Se
considera que una persona presenta osteoporosis cuando su densidad mineral dsea, medida por
absorciometria de rayos X (DXA, por sus siglas en inglés), es inferior a -2.5 desviaciones estandar respecto
del promedio de un adulto joven sano (valor T<-2.5) (Kanis et al., 1994). La pérdida ésea en mujeres
posmenopausicas se relaciona con la disminucidn en los niveles de estrégenos, cuya funcion principal es

mantener el equilibrio de la remodelacién dsea.

En el hueso, los estrégenos tienen tres funciones principales (Figura 5): (1) inhiben la activacién de la
remodelacion ésea y el inicio de nuevas Unidades Multicelulares Basicas (UMB); (2) inhiben la

diferenciacion y promueven la apoptosis de los osteoclastos (reduccion de la reabsorcidén ésea); y (3)



7

suprimen la auto regeneracién de los precursores mesenquimales y promueven la diferenciacion de las

células osteoblasticas (inducir la formacién dsea) (Khosla et al., 2011).

Figura 4. La microarquitectura dsea se altera con la osteoporosis. Comparacion de la densidad ésea entre un hueso
normal versus uno con osteoporosis. a) Reconstruccién tridimensional de una vértebra de una paciente sana de 24
afios. b) Reconstruccion tridimensional de una vértebra de un paciente de 84 afios con osteoporosis. Notese el
deterioro de las trabéculas. Imagen obtenida y modificada de Pavy-Le Traon et al. (2007).
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Figura 5. Efecto de los estrogenos y andrégenos en el cuerpo. El estrogeno regula el remodelado éseo suprimiendo
la formacién y activacién de los osteoclastos (flechas truncadas azules) mientras estimula la activacién vy la
mineralizacion de los osteoblastos (flechas azules). Los andrégenos inhiben la diferenciacion de los precursores
mesenquimales de los osteoblastos (flecha truncada azul), pero promueven la diferenciacidon de los osteoblastos
(flechas rojas). Durante el tratamiento con los inhibidores de la aromatasa se disminuyen los niveles de estrogeno y
la reabsorcién y formacién ésea se desbalancean, lo que da como resultado la pérdida désea. Las flechas se refieren
al rol de promocidn, y el simbolo de flechas truncadas “—” se refiere al rol de inhibicién (Almeida et al., 2017).



1.1.6 Metastasis 6sea del cancer de mama

La metastasis es el resultado de una serie de eventos secuenciales y altamente regulados que involucran
la diseminacién tumoral desde un sitio primario hacia un drgano distante (Figura 6). El proceso inicia con
la invasidn local del tejido primario, en la que las células tumorales adquieren el fenotipo mas migratorio
mediante la transicién epitelio-mesenquima (EMT, por sus siglas en inglés), lo que facilita la degradacién
de la matriz extracelular (Weinberg, 2014). Posteriormente, las células de cancer adquieren acceso a la
ciruclacién sanguinea (intravasacidn), sobreviven en un entorno hostil gracias a la resistencia a la apoptosis

III

y al “camuflaje” mediante plaquetas y células inmunes, y logran desplazarse hasta los capilares éseos
(transporte sistémico). Una vez en la médula ésea, las células metastasicas deben extravasarse a través
del endotelio y adaptarse a un nicho rico en factores de crecimiento, citoquinas y células estromales, lo

que facilita su supervivencia y establecimiento inicial (colonizacidn) (Arakil et al., 2024).
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Figura 6. Cascada de invasion metastasica. El paso inicial de la invasion permite que las células del tumor primario
rompan la membrana basal. Después estas células pueden intravasarse en los microvasos linfaticos o sanguineos.
Estos ultimos pueden transportar a las células cancerosas a través de la circulacién general hacia sitios anatémicos
distantes donde pueden quedar atrapadas, posteriormente extravasarse y formar micrometdstasis dormantes.
Algunas de las micrometastasis pueden adquirir la capacidad de colonizar el tejido en el que han aterrizado, lo que
les permite formar una metastasis macroscopica. Imagen obtenida y modificada de Arakil et al. (2024).
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La metastasis dsea constituye una de las complicaciones mas frecuentes del cancer de mama avanzado.
Se ha reportado que hasta el 70% de los pacientes con cdncer de mama avanzado desarrollan metastasis
Oseas (Pang et al.,, 2022). Una vez que la metastasis ocurre, la probabilidad de curacion disminuye y la
supervivencia media se mide en afios (Coleman, 2006). El esqueleto ofrece un entorno favorable para la
proliferacién y el crecimiento tumoral. Una vez en el hueso, las células de cdncer alteran el remodelado
dseo al promover la activacidn de los osteoclastos, principalmente mediante la secrecién de la hormona
paratiroidea (PTHrP, por sus siglas en inglés), que estimula a los osteoblastos y otras células del
microambiente dseo para producir RANKL, lo que promueve la activacion de los osteoclastos (Durand et
al.,, 2013). Esta activaciéon genera una reabsorcidon ésea acelerada en la que se liberan factores de
crecimiento almacenados en la matriz como TGFp e IGF-I. Este fenédmeno da lugar a un circulo vicioso que
potencia la destruccién dsea y la progresién tumoral. Las manifestaciones clinicas incluyen fracturas
espontdneas, dolor dseo, hipercalcemia y compresién medular (Mesny et al., 2025). Mas alla de las
complicaciones clinicas, la pérdida ésea secundaria a la metdstasis se asocia con la disminucion de la
calidad de vida, la reduccién en la movilidad y una mayor mortalidad, lo que enfatiza la necesidad de

desarrollar terapias que interrumpan la interaccién entre las células cancerosas y el hueso.

1.1.7 Tratamientos contra la pérdida 6sea

El tratamiento de la pérdida dsea proveniente de la osteoporosis o de la metdstasis dsea se basa en el uso
de farmacos antirresortivos o anabdlicos, independientemente de la fuente de la enfermedad, con ajustes
en los regimenes de administracidn. La funcidn de los antirresortivos es inhibir la actividad osteoclastica,
lo que reduce la reabsorcién dsea y contribuye al mantenimiento o aumento de la densidad mineral dsea.
Actualmente, los medicamentos antirresortivos comunmente utilizados en la clinica incluyen los
bisfosfonatos como el alendronato, el risendronato, el ibandronato y el 4cido zoledrdnico, asi como el
anticuerpo monoclonal denosumab (Cummings et al., 2009; Qaseem et al., 2023). Su via de administracion
puede ser oral o parenteral, con esquemas que van desde dosis diarias, semanales, mensuales, dos veces
al aflo o anuales. Por otro lado, los agentes anabdlicos estimulan la formacidn y mejoran la
microarquitectura dsea. Entre los farmacos anabdlicos mds comunes se encuentran la teriparatida
(fragmento activo de la hormona paratiroidea) y romosozumab (anticuerpo monoclonal que inhibe a la
esclerostina) (Bandeira y Lewiecki, 2022). Sin embargo, su uso esta limitado por criterios clinicos estrictos,

duracion maxima del tratamiento (entre 12 y 24 meses) y costos elevados.



10

1.1.7.1 Bisfosfonatos

Los bisfosfonatos son medicamentos andlogos sintéticos del pirofosfato presente en el hueso. Este grupo
de farmacos presenta alta afinidad por los iones de Ca*?> en el hueso y permite su unién con la
hidroxiapatita mediante quelacidn (Rudnick-Glick et al., 2015). Al inicio de la reabsorcion, los bisfosfonatos
son liberados y captados por el osteoclasto y se deteriora su capacidad para formar el borde en cepillo, de
adherirse a la superficie del hueso y de producir los protones y enzimas lisosémicas necesarias para

continuar con la fase de reabsorcion ésea.

Los bifosfonatos, como el acido zoledrdnico, son potentes inhibidores de la reabsorcién ésea y han
demostrado su eficacia para prevenir la pérdida ésea en mujeres posmenopausicas con baja densidad
mineral ésea (DMO) y en pacientes con cancer de mama que reciben terapia de privacidon de estréogenos
(Coleman et al., 2013; Gasser et al., 2006). El estudio E-ZOFAST de 2013 demostrd que la terapia adyuvante
con dcido zoledrénico en combinacién con letrozole mejord la salud esquelética en mujeres
posmenopdusicas con cancer de mama temprano, en comparacion con la terapia con acido zoledrdnico

iniciada después del deterioro del hueso (Coleman et al., 2013).

1.1.7.2 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales han revolucionado el tratamiento de diversas enfermedades, incluido el
manejo de enfermedades dseas. En el contexto de la pérdida dsea, se ha desarrollado el denosumab, un
anticuerpo monoclonal humano que se une a RANKL e impide su interaccion con su receptor RANK. Esta
accion evita la diferenciacion, la activacidon y la supervivencia de los osteoclastos, lo que reduce la

reabsorcion 6sea (Hildebrand et al., 2024).

Otro anticuerpo monoclonal es el romosozumab que se dirige contra la esclerostina, una proteina que
actua como inhibidor de la formacién dsea. Al bloquearla, romosozumab estimula la actividad de los
osteoblastos (Kim et al., 2017) y reduce la reabsorciéon dsea, lo que genera un efecto dual (Castafieda et

al., 2022).
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1.1.8 Efectos secundarios de las terapias contra la pérdida ésea

A pesar de la eficacia de los bisfosfonatos como terapia para el tratamiento de la pérdida dsea, el
tratamiento a corto y a largo plazo provoca efectos secundarios que incluyen dolor musculoesquelético
severo, efecto adverso en el tracto gastrointestinal superior, reaccién de fase aguda, hipocalcemia,
inflamacidn ocular y cancer de eséfago en el caso de administracién. Los efectos secundarios a largo plazo
incluyen osteonecrosis de la mandibula, fracturas femorales subtrocantéreas, fibrilacion y supresion del

recambio 6seo (Adler, 2021; Oryan y Sahvieh, 2021).

1.1.9 Compuestos bioactivos de origen marino

Los organismos marinos son una reserva muy importante de compuestos bioactivos que podrian ser
auxiliares en el tratamiento de diversas enfermedades musculoesqueléticas. Los organismos marinos han
desarrollado capacidades metabdlicas Unicas para asegurar su supervivencia en habitats diversos y
hostiles, lo que resulta en la biosintesis de una serie de metabolitos secundarios con actividades
especificas. Varios de estos metabolitos son productos comerciales de alto valor para las industrias
farmacéutica y cosmecéutica (Martins et al., 2014). Estas moléculas se han aprovechado durante mucho
tiempo en el campo médico como antioxidantes, agentes antimicrobianos y anticancerigenos, y en
aplicaciones biotecnoldgicas (Giordano, 2020). Un grupo de organismos marinos que contienen
compuestos bioactivos con potencial terapéutico en humanos son las algas marinas (Carson y Clarke,

2018).

1.1.10El fucoidan y su bioactividad

El fucoidan, inicialmente llamado “fucoidin” cuando Kylin lo aislé por primera vez en 1913, es un
polisacarido natural soluble en agua que se encuentra en los tejidos de las algas pardas (Kylin, 1918). La
molécula del fucoidan consiste de una cadena principal formada por fucosa con grupos sulfatos adosados
en diferentes carbonos (polisacarido sulfatado) (Figura 7). La molécula también puede contener otros
azucares, iones inorganicos y componentes proteicos (Li et al., 2008). Algunas propiedades bioactivas de
los fucoidanos son la actividad anticancerigena, antiinflamatoria, antioxidante, anticoagulante vy

proliferativa de células epiteliales (Bittkau et al., 2019; Huang et al., 2022; Lin et al., 2020; Yu et al., 2021),
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y estas bioactividades pueden depender de la especie de alga, del método de extraccion y de la temporada

de cosecha (Flérez-Fernandez et al., 2020).
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Figura 7. Estructura quimica del fucoidan. El fucoidan es un polisacarido sulfatado, formado por unidades de fucosa
unidas por enlaces a-(1-23) y a-(1-2>4), con grupos sulfato en los carbonos 2 y/o 4. Ademas esta molécula puede
tener pequefias cantidades de otros azlcares como galactosa, manosa o xilosa, asi como acido urdnico y grupos
acetilo, lo que le confiere una elevada carga negativa. La estructura del fucoidan varia de acuerda con la especie del
alga y el método de extraccién. Imagen obtenida de Kang et al. (2015).

1.1.11Efectos del fucoidan en el hueso

El fucoidan ha despertado interés por sus propiedades moduladoras en el proceso de remodelacién dsea.
El efecto osteogénico se ha asociado principalmente a su grado de sulfatacion y peso molecular. La
presencia de los grupos sulfato aumenta la carga negativa de la molécula, lo que facilita la formacion de
complejos con proteinas cargadas positivamente dentro de la célula (Haroun-Bouhedja et al., 2000;

Ramos-de-la-Pefia et al., 2022).

Con referencia al hueso, las fracciones altamente sulfatadas han demostrado una mayor estimulacién de
la actividad de la fosfatasa alcalina, la produccidn de coldgeno y la depositacidn de calcio, tanto en células
humanas como en modelos murinos (Hwang et al., 2016). Ademas, se ha reportado que el fucoidan
aumenta la expresidon de Runx2, osteocalcina y coldgeno tipo | a través de la activacidon de vias de
sefializacion como las quinasas activadas por mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés) y las Smads 1/5/8,

lo que confirma su capacidad para favorecer su efecto anabdlico (Kim et al., 2015).

Ademas de su efecto osteogénico, los fucoidanos han demostrado la capacidad de inhibir la diferenciacién
de osteoclastos en su etapa temprana por medio de la inhibicién del RANKL (Kim et al., 2014). También,

los fucoidanos inhibieron significativamente la activacién de proteinas cinasas en la via de sefializacién de
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MAP cinasas como JNK, ERK y p38, al igual que c-Fos y NFATc1, que son factores de transcripcion cruciales
para la osteclastogénesis (Kim et al., 2014). Sin embargo, también se ha observado un efecto resortivo del
fucoidan bajo ciertas condiciones. Fuller et al. (1991) reportaron que 100 pg mL? de hepardn sulfato o de
fucoidan aumentaron la reabsorcidon ésea en un modelo ex vivo de laminas de hueso cortical bovino en
presencia de suero de ternera fetal. Estos resultados sugieren que el fucoidan puede potenciar la
reabsorcion 6sea de acuerdo con el contexto molecular, la presencia de factores séricos y las
caracteristicas estructurales de la molécula. De igual manera, el fucoidan de alto peso molecular tuvo un
efecto antiosteogénico en sistemas de co-cultivos de células endoteliales y similares a osteoblastos

(Ohmes et al., 2020).

En modelos in vitro, el fucoidan ha mostrado efectos osteogénicos y antirresortivos. Los fucoidanos
aislados de Macrocystis pyrifera, Sargassum muticum y Undaria pinnatifida demostraron un efecto dual
dependiente de la concentracidn en el proceso de remodelacidn ésea. En los ensayos de mineralizacion
con células MC3T3-E1 o de médula dsea de ratdn, los fucoidanos aumentaron significativamente la
mineralizacién dependiente de la concentracion (Landeros-Juarez et al., 2025). Por otro lado, en cultivos
de macrofagos estimulados con RANKL, el fucoidan inhibié de forma significativa la formaciéon de
osteoclastos y algunas proteinas relacionas con la reabsorcion, como TRAP, catepsina K y

metaloproteinasa 9 (Kim et al., 2014).

En modelos in vivo, se ha demostrado que el fucoidan puede preservar la arquitectura ésea y mejorar los
parametros de la densidad mineral dsea. En un modelo de ovariectomia en ratas Sprague-Dawley, el
fucoidan de bajo peso molecular previno la pérdida dsea y aumenté la densidad mineral 6sea, ademas de
reducir el nimero de osteoclastos (Jin et al., 2017). Asimismo, la adicidn del fucoidan de Fucus evanescens
en un implante de hidroxihapatita, aumentd la regeneracién ésea en un modelo animal grade de ovejas

hembras (Nielsen et al., 2022).

En la Ultima década se ha avanzado en el desarrollo de agentes terapéuticos que modulan la actividad de
los osteoclastos al prevenir o disminuir las enfermedades éseas. Sin embargo, aln se requieren estudios
para ampliar el conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares que regulan su actividad, asi

como descubrir nuevas moléculas terapéuticas efectivas con menores efectos secundarios.
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1.2 Justificacion

La pérdida dsea constituye un problema clinico con impacto significativo, tanto en enfermedades
metabdlicas como la osteoporosis, como en la progresion del cdncer de mama hacia el hueso. En ambas
enfermedades, la reabsorcidon supera la formacidon del hueso, lo que compromete la integridad y la
microaquitectura dsea. Los tratamientos actuales, aunque son efectivos, provocan efectos secundarios
importantes. Por tal motivo, se requieren nuevos agentes terapéuticos capaces de modular el remodelado
dseo, preservar la funcién de las células dseas y, en el caso del cancer, limitar la migracidon tumoral hacia

el hueso.

1.3 Hipétesis

Los polisacaridos sulfatados del tipo fucoidan modularan el remodelado éseo e inhibiran la progresion

del cancer de mama metastasico in vivo

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los fucoidanos sobre el remodelado éseo, in vitro y en dos modelos de pérdida dsea

in vivo.

1.4.2 Objetivos especificos

1.- Caracterizar quimicamente el fucoidan comercial y comparar su actividad en ensayos de remodelacién

dsea in vitro con los extractos de polisacaridos sulfatados del tipo fucoidan extraidos de algas pardas.

2.- Determinar el efecto del fucoidan comercial y de los extractos de polisacaridos sulfatados de algas

marinas en estudios in vitro en células cancerosas y no cancerosas.
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3.- Evaluar el efecto del fucoidan comercial y de los extractos de polisacaridos sulfatados de algas pardas
en dos modelos de pérdida dsea in vivo para determinar su potencial osteogénico y efectos sobre tumores

y metastasis al hueso.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Colecta de las algas: M. pyrifera, S. muticum y U. pinnatifida
Los ejemplares se colectaron en el submareal por medio de buceo libre en la Isla Todos Santos, Baja

California (31.809°N, -116.800°W) en octubre de 2018 (Figura 8a). Las algas se cortaron a partir de 10 cm

arriba del disco de fijacién del alga, hasta la zona apical (Figura 8b).
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Figura 8. a) Region de muestreo en el estado de Baja California propuesta por (Rubio-Polania et al., 2016). b)
Diagrama ilustrativo de la forma de colecta de los especimenes (Beas-Luna y Ladah, 2014).

2.2 Extraccion de fucoidan de las algas M. pyrifera, S. muticum y U. pinnatifida

Previo a la extraccion de fucoidan, las algas colectadas se lavaron con agua dulce. Posteriormente, se
secaron al aire libre o en horno de conveccidn a 60 °C por 24 h y se trituraron hasta un tamafio de particula
de ~1 mm. El método de extraccion de fucoidan empleado fue descrito por Larsen (1978). La Figura 9

esquematiza el proceso de extraccidn del fucoidan.

Para la extraccion del fucoidan, 1 g de cada alga seca se suspendié en 25 mL de HCL (Sigma) 0.2 N y se
calentd en un bafo de agua a 70 °C por 1 h. El extracto crudo obtenido se centrifugd a 1917 x g durante
10 min (HN-SII, International Equipment Company, Massachusetts, EE. UU.) y se filtré con papel filtro grado
1 de 110 mm (Whatman). Del extracto filtrado se tomé una alicuota de 1 mL para una caracterizacion

quimica preliminar, y el resto se utilizo para la recuperacion de fucoidan seco. Al extracto crudo restante
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se le agregd NaCl solido (Mallinckrodt) hasta alcanzar una concentracién final de 0.1 M. Posteriormente,
se agregaron 3 volumenes de etanol al 96 % (v. v'!) y la muestra resultante se sedimentd a 4 °C durante la
noche. Después, la muestra se centrifugd a 1917 x g por 10 min. El sobrenadante se descartd y la parte
sélida (fucoidan crudo) se lavd dos veces con 20 mL de etanol al 70 % (v. v!), seguido de una centrifugacion
a 1917 x g por 10 min después de cada lavado. Para deshidratar el fucoidan se utilizaron 20 mL de etanol
al 96 % (v. v'l), y se centrifugé a 1917 x g por 10 min. Finalmente, el liquido se descartd y la pastilla obtenida
se secd a 60 °C durante la noche. Al dia siguiente se pesd y se almacend a temperatura ambiente (15-20

°C) hasta su uso en los analisis celulares.
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HCI02 N caracterizacion quimica

) > ” : Precipitacion e
’ Alga seca H Extraccion M Clarificado ‘ ’ Filtrado }—»’ Extracto crudo }—» intercambio i6nico

A 4

@ ’ Sedimentacioén

Fucoidan ‘4—{ Lavados y secado ‘4—‘ Obtencion de fucoidan crudo %’ Centrifugado

Figura 9. Diagrama de flujo para la obtencidon de fucoidan.

2.3 Caracterizacion quimica del fucoidan

La caracterizacidon quimica consistié en evaluar: (1) el contenido de fucosa; (2) de carbohidratos totales;
(3) de 4cidos urdnicos; y (4) de sulfatos. Para cada determinacion se realizdé una curva de calibracién con
los diferentes estandares respectivos y puntos de medicién a diferentes concentraciones. Para todos los

métodos se empled espectrometria de luz visible (Epoch, Biotek Instrument Inc., Winooski, EE. UU.).

Para la cuantificacién de fucosa se empled el método propuesto por Dische (1955). Para la curva de
calibracién se preparé un estandar de fucosa (Sigma) a una concentracién de 100 pug mL?. Para las
muestras a analizar, se tomd 1 mL del extracto crudo del fucoidan y se diluyé hasta tener una dilucién
1:10. Del fucoidan seco se prepard una solucién a una concentracién de 0.15 mg mL™. Posteriormente, se
agregaron 2.5 mL de H,SO4 (Fermont, 37 %, v. v!) 6:1y se colocd en un bafio de agua a 100 °C por 10 min.
Después se agregaron 100 L de la solucidn de cisteina hidroclorada al 3 % (m. v') y se procedio a la lectura
de las absorbancias a 396 y 427 nm. La segunda lectura corresponde a un factor de correccién vy la

absorbancia que se considerd para la determinacién de la concentracién de las muestras consistié en
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restar las lecturas de 396 menos las de 427 nm. De acuerdo con Larsen (1978), la concentracion de

fucoidan corresponde a la concentracién obtenida de fucosa multiplicada por un factor de 2.

La cuantificacidn de carbohidratos totales se realizd por el método colorimétrico de fenol- acido sulfurico
propuesto por Dubois et al. (1956). Para la curva de concentracién se utilizé un estandar de fucosa a una
concentracion de 100 pug mL™. Para la cuantificacion, se colocé 1 mL de muestra o estandar en tubos de
ensayo. Posteriormente, se agregaron 250 plL de fenol al 3 % (m. v'!) seguidos de 2.5 mL de H,SO, al 98 %
(v. v1) en movimiento rapido. Las muestras se dejaron reposar durante 30 min a temperatura ambiente

(15-20 °C), y se midié la absorbancia a 485 nm.

Para evaluar el contenido de sulfatos se empled el método turbidimétrico de Tabatabai (1974) modificado
por Craigie y Wen (1984). Para la curva de calibracidon se utilizd un estadndar de K;SOs con una

concentracion de 1000 pg mL? del ion SO42 .

Para la cuantificacion de sulfatos de las muestras se hidrolizaron de 10 a 20 mg de cada muestra de
fucoidan con 0.5 mL de HCL 2 N a 100 °C por 2 h. Las muestras hidrolizadas se filtraron y se aforaron a 5
mL con agua destilada. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 500 pL en tubos de ensayo (10 x 110 mm)
y se adicionaron 5 mL de HCL 0.05 N. Después, se agregaron 250 pL de una solucién de cloruro de bario-
bactogelatina a cada tubo. Estos se agitaron y se dejaron reposar durante 30 min a temperatura ambiente

(15-20 °C). Finalmente, se midi6 la absorbancia a 560 nm.

La cuantificacion de acidos urénicos se llevd a cabo con el método modificado de Carbazol de Bitter y Muir
(1962). Se utilizdé un estandar de acido glucurdnico (Sigma) a una concentracién de 100 ug mL?. Para la
cuantificacion de acidos urénicos, en tubos de ensayo colocados en un bafio de hieslo, se colocaron
alicuotas de 1 mL de cada muestra o estandar. A cada tubo se le agregaron 2.5 mL de H,SO, al 98 % (v. v°
1), 100 pL de una solucién de borato de sodio (J. T. Baker) 0.025 My 100 uL de una solucién de carbazole
(Sigma) al 0.125 % (m. v'!). Posteriormente, las muestras se calentaron en bafio Maria a 100 °C por 10 min.
Al finalizar el tiempo de reaccién, los tubos se enfriaron en un bafio de hielo durante 1.5 min y se procedié

con la lectura de las absorbancias a 530 nm.
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2.3.1 Calculo de las concentraciones, los rendimientos y las razones molares

Una vez obtenidos los valores de las absorbancias correspondientes a las curvas estandar de cuantificacion
de fucosa, carbohidratos totales, cuantificacidn de acidos urénicos y de sulfatos, se procedid a analizarlas
en una hoja de cdlculo de Excel. El andlisis consistid en trazar una linea de tendencia lineal para cada curva
y, con base en los puntos graficados, se obtuvo la ecuacién de la recta en el gréfico. Para el clculo de las
concentraciones se tomé el valor de las absorbancias obtenidas y se dividid entre el coeficiente de

extincion respectivo.

El calculo de los rendimiento en miligramos de cada componente de fucosa, acidos urdnicos o sulfatos (M)

se obtuvo mediante la ecuacién 1:

mg M = (3355)

(1)
Donde:
M= fucosa, acidos urdnicos o sulfatos,
X = concentracion de la muestra,
y = dilucién utilizada, y

z = volumen del extracto de fucoidan filtrado

Para el calculo de los porcentajes, el valor de los miligramos obtenidos se multiplicéd por 100 y se dividid
entre la masa (m) de las algas molidas que se usaron para la extraccion acida de fucoidan. La ecuacién 2

ejemplifica lo anterior:
% M = (W) 100

(2)
Donde:

M= masa en mg de alga usada

Con base en los rendimientos obtenidos se calcularon los moles de cada componente. Para ello se

emplearon los pesos moleculares correspondientes: fucosa CeH120s (PM=146 g mol?), 4cidos urénicos
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CsH1,07 (PM=176 g moll) y grupos sulfato SOsNa(PM=103 g mol?). Posteriormente, se determind la razén

molar de cada componente en relacidn con la molécula de fucosa (fucosa: sulfatos: acidos uronicos).

2.4 Caracterizacion de los fucoidanos por espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier

Para comprobar la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de los fucoidanos, se realizd la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés). Para la medicién, se
mezclaron alrededor de 3 mg de cada fucoidan con bromuro de potasio (KBr; Sigma) en una relacién de
1:100. La mezcla se macerd en un mortero de agata y se depositd en una camara pelletizadora de 13 mm
de didmetro. Posteriormente, la cdmara se prensd con 7 ton de peso durante 3 min en una prensa
hidrdulica (GS15011, Specac Ltd, Orpington, Reino Unido) para obtener una pastilla cristalina. Después, la
pastilla se colocd en el espectrometro de infrarrojo (Tensor 27 FT-IR Spectrometer, Bruker Optics,
Ettlingen, Alemania) para la medicidon de las lecturas. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron a partir del
modo de transmisién en un rango de 4000- 400 cm™ con una resolucidn de 4 cm™. Se analizaron los
espectros después de 100 escaneos mediante la transformada de Fourier. Finalmente, todos los resultados

se normalizaron, se graficaron y se analizaron con el software GraphPad Prisma versién 9.4.1.

2.5 Efecto del fucoidan en la viabilidad celular de células cancerosas y no

cancerosas

2.5.1 Cultivo celular

Las células MC3T3-E1 (ATCC) (Figura 10a) son células no cancerosas que provienen de la calvaria de raton
y tienen la capacidad de diferenciarse en osteoblastos y osteocitos. Estas células se eligieron para conocer

el efecto de los fucoidanos en la viabilidad de células precursoras de osteoblastos.

Las células epiteliales 293 T (ATCC) (Figura 10b) corresponden a células de rifion embrionario humanoy se

utilizaron para evaluar los efectos de los fucoidanos en un modelo de células sanas.
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Las células 4T1 (ATCC) (Figura 10c) son células de carcinoma mamario murino triple negativo. Esta linea
celular es un modelo para cancer de mama humano en estadio IV. Se selecciond esta linea celular para
evaluar los efectos del fucoidan y el acido zoledrénico en el cancer de mama avanzado y para inducir la

metdstasis 6sea en un modelo in vivo de cdncer de mama.

La linea celular PyMT-R221A (Figura 10d) fue cortesia del Dr. Connor Lynch del Moffitt Cancer Center (EE.
UU.). Estas células se derivan de ratones transgénicos del modelo MMTV-PyMT, en el cual se introdujo el
oncogén Polyoma middle T antigen (PyMT, por sus siglas en inglés) bajo el control del promotor del virus
mamario murino (MMTV), que dirige su expresién hacia la glandula mamaria, lo que provoca que los
animales desarrollen espontdneamente tumores en la mama. Esta linea celular corresponde al subtipo
luminal B del cdncer de mama, caracterizado por ser positivo a receptores hormonales, pero con una tasa

proliferativa mas alta que los tumores luminal A.

Las células MDA-MB-231 (ATCC) (Figura 10e) corresponden a células de tejido mamario humano con
adenocarcinoma. Esta linea celular de cdncer de mama triple negativo se seleccioné con el fin de examinar
los efectos especificos de los fucoidanos en el cancer de mama en ausencia de los efectos en la sefializacion

del receptor de estrégeno.

Por su parte, la linea celular MCF-7 (ATCC) (Figura 10f) corresponde a células de cancer ductal mamario
humano que expresan los receptores de estrégenos y que proliferan en presencia de estos. Se escogid esta

linea celular para estudiar el efecto de los fucoidanos en el cdncer de mama humano.

Finalmente, las células T47-D (ATCC) (Figura 10g) corresponden a un carcinoma ductal de la mama de
células de cancer de mama. Estas células expresan los receptores de estrégenos, de andrégenos y de
progesterona. Se selecciond esta linea celular para conocer los efectos de los fucoidanos en la viabilidad

celular del cancer de mama que expresa los receptores de estrégeno.

Cada vial celular se activd de criopreservacion en una caja de cultivo de 100 mm con cambio de medio al
dia siguiente y cada 48 h hasta alcanzar una confluencia del 80 %. Posteriormente, las células se lavaron
con PBS 1X estéril y se desprendieron del fondo de la caja de cultivo con una solucién de tripsina (0.05 %

tripsina, 0.53 mM EDTA, Corning).
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Figura 10. Lineas celulares empleadas en los ensayos de viabilidad celular. (a y b): Lineas celulares no cancerosas
(MC3T3-E1y 293T). (cy d): Lineas celulares de cancer de mama de raton (4T1y PyMT-R221A). (e-g): Lineas celulares
de cancer de mama de humano (MDA-MB-231, MCF-7 y T47-D). Barra 400 uM.

Las células MC3T3-E1 se cultivaron en Minimum Essential Medium alpha (a-MEM, por sus siglas en inglés,
Corning). Las células 293T, MDA-MB-231, MCF-7 y PyMT-R221A se cultivaron en medio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM, por sus siglas en inglés, Corning), mientras que las células T47-D y 4T1
se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, por sus siglas en inglés, Corning). Todos los
medios se suplementaron con 10 % de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés) y 1 % de
antibidtico/antimicético (1 x 10° unidades de penicilina, 1 x 10° pg de estreptomicina y 25 pg de
anfotericina B por mililitro; Caisson). Para los ensayos de viabilidad celular, se consideraron como minimo

dos pases antes de realizar los experimentos para estabilizar metabdlicamente a las células.

2.5.2 Ensayo de viabilidad celular MTT

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron con dos objetivos: (1) conocer el efecto de los fucoidanos
en la viabilidad de las células cancerosas y no cancerosas en tratamientos de 24 y 48 h de exposicion; y (2)
evaluar el efecto del fucoidan comercial de Macrocystis pyrifera (Sigma) y el acido zoledrdnico (Sigma)
solosy en combinacién en la viabilidad celular de 4T1 posterior a 24 y 48 h de exposicidn a los tratamientos.
Previamente a los ensayos de viabilidad celular se realizaron curvas de crecimiento desde las 24 hasta las

72 h, para conocer el nimero de células a sembrar en cada pozo.

El efecto de los tratamientos en la viabilidad celular se evalué mediante el ensayo colorimétrico de

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para los ensayos, se sembraron en placas
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de 96 pozos: 5 x 103 células MC3T3-E1, PyMT-R221A y MCF-7 por pozo; 1 x 103 células 293T y 4T1 por pozo;
4.5 x 103 células MDA-MB-231 por pozo; y 7.5 x 103 células T-47D por pozo. Las células se cultivaron durante
24 h a 37 °C en una atmésfera con 5 % de CO,. Posteriormente, el medio de cultivo se reemplazd con los
diferentes tratamientos de los fucoidanos (5 pg mL™ hasta 160 pug mL?) y el acido zoledrénico (5 hasta 100
uUM). Después de la incubacion por 24, 48 o 72 h, se afiadieron 20 uL de la solucién MTT (5 mg mL?) y se
incubd por 5 h. Para detener la reaccidn y disolver los cristales de formazan formados, se agregaron 100
pL de la solucién de lisis (HCL 0.01 M, SDS 10 % m v') y se incubd por 20 h. Finalmente, se midié la
absorbancia a 570 nm en un espectrofotdmetro lector de placas (Epoch, Biotek Instrument Inc., Winooski,
Vermont, EE. UU.). Para los tratamientos que inhibieron mas del 50 % de viabilidad celular, se calculé la

viabilidad celular con la ecuacion 3:

promedio de la absorbancia del grupo tratado> 100

O i ] _
% viabilidad celular ( media de la absorbancia del grupo control

(3)

La concentracién inhibitoria 50 (ICso) se determind con el modelo de inhibidor vs respuesta-pendiente

variable (cuatro parametros) en el software GraphPad Prisma 9.4.1.

Para evaluar el efecto del fucoidan y el acido zoledréonico en combinacién, se evaluaron las
concentraciones en las que el fucoidan tuvo mayor efecto inhibitorio a través del tiempo y, en el caso del

acido zoledrodnico, se evaluaron las concentraciones de la ICso absoluta.
2.6 Efecto de los fucoidanos en la remodelacion dsea

2.6.1 Ensayo de osteoblastogénesis en células de médula 6sea y MC3T3-E1

El ensayo de osteoblastogénesis consistié en la diferenciacién de células de médula ésea (BMCs, por sus
siglas en inglés) o de preosteoblastos de ratén correspondientes a la linea celular MC3T3-E1 a
osteoblastos, los cuales, al término de 21 dias de exposicidn a los tratamientos o medio de diferenciacion,

se tifieron con rojo de alizarina S (Sigma) para observar los depésitos de calcio.

Para el ensayo de osteoblastogénesis con células de médula dsea se utilizaron ratones Balb/c de 8 semanas

de edad que fueron obtenidos a partir de cruzas realizadas en el laboratorio del Departamento de
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Innovacion Biomédica del CICESE. El manejo y cuidado de los ratones se realizé atendiendo lo descrito en
la NOM-062-Z00-1999: “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio”. Los ratones se mantuvieron en cajas cerradas de policarbonato (34.3 cm largo x 29.2 cm de
ancho x 15.5 cm de alto) en un estante Optimice® (Serial 2013-10918, Animal care system, Centennial, EE.
UU.) con filtros y flujo de aire constante. Las cajas contenian 80 g de aserrin, el cual se renové cada 15 dias

en el cambio de caja. Cada 7 dias se administré agua y alimento con 18 % de proteinas (LabDiet) ad libitum.

Los ratones se sacrificaron por dos métodos de eutanasia: por inhalacién de CO, seguido de una
dislocaciéon cervical. Posteriormente, se colocaron en etanol al 70 % y se procedié con la diseccién del
fémur y tibia en una campana de flujo laminar. Ambos huesos se colocaron en una caja de cultivo de 10

mm con 12 mL de 1X o medio RPMI basal para mantenerlos hidratados.

Para la extraccion de las células de médula ésea, se perforaron ambos extremos de los huesos con la aguja
de una jeringa de insulina. Se realizd el flush de la médula dsea del fémur con 2 mL de medio RPMI (1 mL
por lado) seguido del flush de la tibia con 1 mL de medio RPMI (solo un lado). Las células se colectaron en
hielo y se centrifugaron a 500 x g durante 5 min a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el
pellet con 1 mL de la solucién de lisis para glébulos rojos (NH4Cl 155 mM; NaHCO3 10 mM; EDTA 0.5 M, pH
7.6 y dH,0 hasta 100 mL) que se incubd durante 2 min a temperatura ambiente (15-20 °C). La reaccion se
detuvo con la adicién de 5 mL de PBS 1X seguida de centrifugacion a 500 x g por 5 min a 4 °C. Después se
descartd el sobrenadante y el pellet se homogeneizé con 1 mL de medio a-MEM (+) con L-Glutamina y
nucledsidos, pero sin acido ascérbico, suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 1 % de solucion

antibidtico/antimicético.

Para determinar los controles a utilizar en los ensayos de osteoblastogénesis, se evaluaron los siguientes
grupos: (1) dexametasona 10 nM (Sigma); (2) R-glicerofosfato 5 mM (Sigma); (3) acido ascérbico 25 pg mL
1 (Sigma); (4) la combinacién de dexametasona 10 nM, R-glicerofosfato 5 mM y acido ascérbico 25 pg mL
-y (5) control positivo (medio de diferenciacion: dcido ascérbico 25 ug mL* y B-glicerofosfato 5 mM). Los
controles se evaluaron en células de médula ésea y en células MC3T3-E1. Se sembraron 8 x 10° células de
médula ésea y 5 x 10° células MC3T3-E1 en una placa de 96 pozos. Los medios se renovaron cada 3 dias
durante 21 dias de cultivo y, al finalizar este periodo, se realizé las células se fijaron y se tifieron con la

tincidn con rojo de alizarina S (ARS, por sus siglas en inglés; 40 mM pH 4.2).

Para evaluar el efecto de los fucoidanos en la osteoblastogénesis, se sembraron 8 x 10° células de médula

0sea en una placa de 96 pozos. Se evaluaron los siguientes grupos: (1) control positivo (medio de
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diferenciacidn); (2) control negativo (medio a-MEM suplementado); y (3) tratamientos con los fucoidanos
a 5, 50, 100, 200 y 400 pg mL™. Cada condicién se realizd por cuadruplicado. El medio de diferenciacion
consistid en acido ascdrbico 25 pg mL*'y B-glicerofosfato 5 mM en medio a-MEM (+) suplementado con
10 % de suero fetal bovino y 1 % de antibiético/antimicético. Cada 72 h se renovaron los tratamientos

hasta el dia 21. Al concluir este periodo, se realizé la tincidn con rojo de alizarina S.

La tincién con rojo de alizarina S consistié en fijar las células con formalina tamponada neutra al 10 %
durante 1 h a temperatura ambiente (15-20 °C). Después se realizaron dos lavados con agua destilada, la
cual se retird para agregar 150 pL de rojo de alizarina S. La solucidn se incubd durante 30 min protegida
de la luz solar. Finalmente, se realizaron dos lavados con agua destilada. La placa se dejo secar durante 8
h en la oscuridad, y se tomaron fotografias en el microscopio éptico de campo claro (Axio Scope 1, Zeiss,
Oberkochen, Alemania) con los objetivos de 10 y 20X. La cuantificacidon de la mineralizacidn se realizo
mediante el analisis digital de las imagenes tefiidas con ARS (n = 4). Se utilizé el programa Image J para
extraer el canal rojo de las imagenes RGB y medir el drea positiva (mm?), la intensidad media del rojo (0-
255) y la densidad integrada (area x intensidad del rojo). De estos pardmetros, solo la densidad integrada

se reportd como medida representativa de la deposicidn mineral.

Para el ensayo de osteoblastogénesis con células de preosteoblastos de ratdon de la linea celular MC3T3-
E1, se sembraron 5 x 103 células por pozo en 100 pL de medio a-MEM suplementado con 10 % de suero
fetal bovino y 1 % de antibidtico/antimicético. Posterior a 24 h de cultivo, se agregaron 100 pL de medio
de diferenciacién o tratamientos de los fucoidanos (anteriormente descritos). Los grupos que se evaluaron
por cuadruplicado fueron: (1) control positivo (medio de diferenciacién) y (2) tratamientos de los
fucoidanos a5, 50, 100, 200 y 400 pg mL? preparados en medio de diferenciacidn. Las células se incubaron
durante 21 dias con cambio de medio y tratamientos cada 72 h. Al finalizar el tiempo de incubacién, se
realizd la tincidn con rojo de alizarina S y se cuantificd la densidad integrada. La cuantificacion de la
mineralizacidn se realizé mediante el andlisis de imagenes tefiidas con el rojo de alizarina S (n=4). Se utilizd
Image J (version 1) 1.46r) para extraer el canal rojo de las imagenes rojo, verde y azul (RBG, por sus siglas
en inglés). Se cuantificd el area tefida con rojo de alizarina, la intensidad media del color rojo (umbral de
0-255) y la densidad integrada (area x intensidad del color rojo). De estos parametros, solo la densidad

integrada se reporté como una medida representativa de la mineralizacion.
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2.7 Efecto de los fucoidanos en la formacion dsea mediante un modelo ex vivo

de calvaria

Para evaluar el efecto de los fucoidanos en el tejido dseo, se utilizd un modelo ex vivo de calvaria (hueso
frontal en el craneo de los ratones) para investigar las respuestas anabdlicas o catabdlicas en el tejido
después de una semana de tratamiento, y puede ser analizado mediante histomorfometria cuantitativa

(Mohammad et al., 2008).

2.7.1 Extraccion de las calvarias de ratones neonatos

Los ratones utilizados en este modelo fueron de la cepa Balb/c con una edad de 4 a 6 dias. Para la
obtencidn de las calvarias, los ratones neonatos se limpiaron con etanol al 96 % con papel de seda.
Posteriormente, se decapitaron con tijeras estériles. En la cabeza se realizaron diferentes cortes para
obtener una forma pentagonal del tejido: primero se realizé un corte en el pliegue del cuero cabelludo;
después, un corte sobre la sutura lambdoide seguido de dos cortes perpendiculares a la misma hasta llegar
a la sutura coronal. Finalmente, se realizaron cortes diagonales a partir de la sutura coronal hasta la
interseccién con la sutura sagital (Figura 11). El tejido se dividié en dos partes a partir de la sutura sagital
(hemicalvaria) y se deposité en una caja de cultivo de 100 mm previamente preparada con 12 mL de PBS

1X para mantenerlo hidratado.

a)

Sutura Frontal

Sutura sagital ; = Sutura Coronal

Sutura Lambdoide

Figura 11. Anatomia de la calvaria murina. Ubicacion de las suturas dseas en la calvaria murina. a) Distribucion de
los cortes realizados sobre la calvaria. b) Modificado de Mohammad et al., (2008).

Para evaluar el efecto de los fucoidanos en el tejido éseo, las hemicalvarias se transfirieron a pozos
individuales de una placa de 24 pozos y se adiciond 1 mL de medio DMEM con alta glucosa suplementado

con albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) al 10 % y antibidtico/antimicético al 1 %. Las
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calvarias se preincubaron durante 24 horas a 37 °Cy 5 % de CO,. Posteriormente, el medio se retiré de
cada pozo y se agregd 1 mL de cada tratamiento a evaluar. Los tratamientos evaluados fueron: (1) insulina
50 pg mL? (control positivo); (2) medio DMEM suplementado con 10 % de albimina de suero bovinoy 1
% antibidtico/antimicotico (control negativo); y (3) tratamientos de los fucoidanos en concentraciones de
25y 200 pg mL2. Los fucoidanos se prepararon en medio DMEM suplementado con 10 % de BSAy 1 %

antibidtico/antimicético. Los tratamientos se evaluaron por triplicado.

Las hemicalvarias se incubaron a 37 °Cy 5 % de CO; durante 7 dias con cambios de medio y tratamientos
cada 48 horas. Después, se envolvieron en gasas o en toallas de papel y se depositaron en cassettes
histolégicos. Posteriormente, se fijaron en formalina tamponada neutra al 10 % a 4 °C durante 24 h, se
lavaron 1 h con agua destilada y se descalcificaron en una solucién de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA, por sus siglas en inglés; 0.34 M, pH 8) durante 48 h. Finalmente, los cassettes histoldgicos se

almacenaron en etanol al 70 % en envases herméticos hasta su procesamiento.

2.7.2 Histologia de las calvarias

Los cassettes histoldgicos se depositaron en un procesador automatizado de tejidos (STP120-2, Thermo
scientific, Walldorf, Alemania) para embeberlos en parafina. Los cassettes pasaron por ciclos de etanol al
70,95y 100 %, seguidos de 3 ciclos de xileno al 100 % y 2 ciclos de parafina. Al finalizar el procesamiento
de las muestras, las hemicalvarias se embebieron en parafina para formar bloques. El proceso consistio en
colocar paralelamente una hemicalvaria al lado de la otra con la sutura sagital como base. Los bloques con
las hemicalvarias se solidificaron a 4 °C para realizar los cortes histolégicos. Los bloques se colocaron en
un microtomo (HM355S, Thermo Scientific, Walldorf, Alemania) con un angulo de inclinacién de 6°. Se
realizaron cortes trimming a 20 um para eliminar la parafina excedente de las muestras y a 7 um en el
tejido. Los cortes se colocaron en un bafio de agua (MH8517X1, Electrothermal, Stone, Reino Unido) con
agar a 60 °C y se montaron en portaobjetos. Posteriormente, el tejido se dejé secar a temperatura
ambiente (15-20 °C). Transcurrido el tiempo de secado, el portaobjetos se colocé en una estufa a 60 °C

para derretir la parafina remanente.

Se realizd la tincién hematoxilina y eosina que consistié en dos series inmersidon del tejido en limoneno
durante 5 min, seguidas de dos inmersiones en etanol al 100 % por 2 min, al 70 % durante 1 min y al 50 %
por 1 min. Posteriormente, los tejidos se enjuagaron con agua potable durante 5 min con cambio del agua

cada minuto. Se tifieron con hematoxilina durante 40 s y se lavaron con agua potable hasta asegurar un
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cambio en la coloracién del agua. Las muestras se sumergieron 10 veces en etanol al 70 % acidificado con
HCL al 0.15 % y se lavaron con agua potable 6 veces. Posteriormente, las muestras se introdujeron en una
solucién saturada de cloruro de litio por 2 min seguido de un lavado con agua potable durante 3 min. Se
depositaron en etanol al 96 % durante 1 min y se tifieron con eosina, floxina y anaranjado G durante 40 s.
Finalmente, se incluyeron dos veces en etanol al 96 % durante 1 min, dos veces en etanol al 100 % por 1
min y dos veces en limoneno durante 5 min. Al finalizar el proceso de tincidn, las laminillas se secaron a
temperatura ambiente (15-20 °C), se agregaron 3 gotas de medio de montaje cytoseal 60 (Thermo
Scientific) y se cubrieron con cubreobjetos. Las muestras se visualizaron en un microscopio de campo claro

(Axio Scope 1, Zeiss, Oberkochen, Alemania) con diferentes aumentos: 50X, 100X y 400X.

El analisis histomorfométrico consistid en la cuantificacion del area de formacién ésea. Se analizaron un
total de 27 fotografias por grupo, divididas por hemicalvaria, nimero de campo y repeticiones. Finalmente,
se realizé el analisis estadistico de ANOVA de una via con el post-test de Tukey. Todos los analisis

estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prisma 9.4.1.

2.7.3 Extraccion de ARN de las calvarias

La extraccion del ARN total de las calvarias se realizé con el kit GeneJET RNA (Thermo Scientific) y se utilizd
el protocolo adaptado para el tejido éseo. Las calvarias se resuspendieron en 600 uL de buffer de lisis
suplementado con B-mercaptoetanol y se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. La disrupcion
mecanica del tejido dseo se llevd a cabo en un homogeneizador Fast Prep (MP Biomedicals, Fast Prep-24
5G, Montreal, Canadd) con perlas de zirconia. Se realizaron seis ciclos de 30 s a 6 m s, El ARN obtenido se
cuantificd por medio de espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, Delaware, EE. UU.) a una

longitud de onda de 260 nm y se considerd una pureza entre 1.8 y 2.1.

2.7.4 Retrotrascripcion del ARN de las calvarias

A partir del ARN obtenido se realizo la sintesis del ADN complementario. Primeramente, se prepararon
dos mezclas: la mezcla 1 consistié en 250 ng del ARN total, 0.5 pL de dNTPs (10 mM) (Promega), 0.5 uL de
Oligo dT (500 pg mL?) (Thermo Scientific) y agua libre de nucleasas (Thermo Scientific) hasta 5.94 ulL para
obtener un volumen final de 10 uL por reaccién. La mezcla 2 consistié en 2 L de First- Strand Buffer

(Invitrogen), 1 uL de DTT 0.1 M (Invitrogen) y 0.063 pL de la enzima SusperScript ™ Il (Thermo Scientific).
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Los tubos individuales se colocaron en el termociclador a 65 °C durante 5 min con el objetivo de
desnaturalizar estructuras secundarias. Terminado el tiempo, los tubos se transfirieron a hielo y se les
agrego la mezcla 2. Las muestras se colocaron nuevamente en el termociclador y se realizé la reaccién de

transcripcién reversa a 42 °C por 75 min seguida de la desnaturalizacién de la enzima a 70 °C por 15 min.

2.7.5 Medicion de la expresion de los genes 6seos mediante RT-qPCR

El ADN complementario se utilizd para medir la expresidon de los genes éseos mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (RT-gPCR). Esta técnica se realizé con un sistema de PCR en tiempo real (7500 Real-Time

PCR System, Applied Biosystems, California, EE. UU.).

Los genes evaluados y sus secuencias se encuentran listados en la Tabla 1. El protocolo de amplificacién
consistio en 40 ciclos continuos a 95 °C por 15 min, 95 °C por 15 min (desnaturalizacion), 58 °C por 30 s
(alineamiento), 72 °C por 30 s (elongacién y etapa de medicion de la fluorescencia del SYBR green), 95 °C

por 1 min, 55 °C por 1 miny 80 ciclos de 55 + 0.5 °C por 10 sy 12 °C por 2 h (melt curve).

El programa utilizado para visualizar los resultados fue el 7500 v2.0.6 (Applied Biosystems). El analisis
estadistico se realizé con ANOVA de una via con post-test de Dunnett en el programa estadistico GraphPad
Prisma 9.4.1. Se considerd un valor de p<0.05 como una diferencia estadisticamente significativa. Los
genes se normalizaron con el gen constitutivo Rp/32 correspondiente a la proteina ribosomal 32 presente

en los mamiferos.

Tabla 1. Lista de genes y primers utilizados para medir los genes de remodelacidn é6sea.

Gen Orientacion Secuencia 5’ a 3’
RUNX2 Forward GGCACAGACAGAAGCTTGATGA
Reverse GAATGCGCCCTAAATCACTGA
Sost Forward AGCCTTCAGGAATGATGCCAC
Reverse CTTTGGCGTCATAGGGATGGT
Ctsk Forward GAGGGCCAACTCAAGAAGAA
Reverse GCCGTGGCGTTATACATACA
Rankl Forward CCAGATCTCTAACATGACG
Reverse CACCATCAGCTGAAGATAGT
Opg Forward AGAGCAAACCTTCCAGCTGC
Reverse CTGCTCTGTGGTGAGGTTCG
Rpl32 Forward CAGGGTTCGTAGAAGATCAAGGG
Reverse CTTGGAGAAACATGTGAGCGATC
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2.8 Evaluacion del efecto del fucoidan en la pérdida sea inducida por

ovariectomia (OVX)

La ovariectomia (OVX) es una técnica quirdrgica que consiste en la remocion de los ovarios de los ratones
(Souza et al., 2019). Se realizd la ovariectomia bilateral con el objetivo de provocar una pérdida ésea en
los ratones por la ausencia de estrdgenos como modelo de menopausia y probar el efecto de diferentes

dosis de fucoidan de U. pinnatifida y del acido zoledrénico.

Un dia previo a la cirugia, los ratones se pesaron para determinar el volumen de la anestesia a administrar.
Dos horas antes de la cirugia se les administré una dosis del analgésico opioide buprenorfina (0.05 mg kg
1) (Pisa) via subcutdnea (s.c.) en la cabeza con una proporcién de 5 pL por gramo de ratén. Posteriormente,
los ratones se anestesiaron con un coktail de ketamina (100 mg kg?) /xilazina (7.5 mg kg?!) (Pisa) via
intraperitoneal (i.p) con una proporcidon de 5 uL por gramo de raton. A continuacion, se procedid al
rasurado y depilacidn, seguido de la aplicacidon de una crema lubricante ocular (Soothe). Durante la cirugia
se realizaron dos cortes en los flancos como se muestra en la Figura 12a, y se abrio la cavidad dorsal para
ubicar el oviducto, que se retird de su cavidad. Posteriormente, se localizaron los ovarios, se suturaron
ambos oviductos con una sutura absorbible del calibre 3 (Catgut) y se cortaron los ovarios a partir del nudo
de la sutura (Figura 12b). Después, se reintrodujo el oviducto y se cerrd la piel por contacto con una sutura
cutdnea adhesiva (3M). Cada 12 h posteriores a la cirugia, y durante 48 h, se les administraron analgésicos

y antiinflamatorios de acuerdo con la Tabla 2.
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Figura 12. Ovariectomia en los ratones. Sitios de incision para acceder a la cavidad abdominal mediante doble
incision dorsolateral. a) Escision de los ovarios. b) X denota corte. Modificado de Souza et al., (2019).
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Tabla 2. Esquema de analgesia y antiinflamatorios postoperatorios.

Hora post OVX Régimen de administracion
11h Buprenorfina (dosis: 0.05 mg kg?) via s.c.
23 h Buprenorfina (dosis: 0.05 mg kg?) + carprofeno (Rimadyl) (dosis: 5 mg kg™?) via s.c.
35h Buprenorfina (dosis: 0.05 mg kg?) via s.c.
47 h Carprofeno (dosis: 5 mg kg'!) via s.c.

2.8.1 Experimento piloto: fucoidan y acido zoledrdnico en la pérdida 6sea por

ovX

Para conocer el efecto del fucoidan comercial de U. pinnatifida y del dcido zoledrdnico en la pérdida dsea,
se realizaron ovariectomias o cirugias simuladas (sham) en los flancos dorsales de ratones hembra de 16
semanas de edad de la cepa Balb/c. Lo anterior se realizé con el objetivo de mimetizar la osteoporosis. Un
mes depués y hasta la semana ocho después de la cirugia, se administraron los tratamientos a cada uno

de los grupos. Los tratamientos y regimenes evaluados se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Grupos y dosis evaluados en el experimento piloto de OVX.

Grupo Dosis y via de administracion Régimen
Control: OVX + solucion salina , L
0 Volumen segun el peso, via i.p 3 veces por semana por cuatro semanas
0.9%, n=5
Control sham: Cirugfa simulada Volumen segln el peso, via i.p 3 veces por semana por cuatro semanas
+ solucidn salina 0.9%, n=3 ’ )
OVX + fucoidan comercial de U. A4
, . 100 mg kg™, viai.p 3 veces por semana por cuatro semanas
pinnatifida, n=5
OVX + acido zoledrénico, n=4 1.25 mg kg%, via s.c. 3 veces por semana por cuatro semanas

Para la eutanasia, en la semana ocho del experimento, a los ratones se les administré pentobarbital sédico
(Aranda) a una dosis letal de 180 mg kg y se inocularon 200 ulL por 20 gramos de peso del ratén para
inducir la eutanasia. Los érganos que se colectaron y sus pruebas se encuentran listados en la Tabla 4. Se
colectaron los Uteros y diferentes huesos. Para confirmar la atrofia de los Uteros, estos se disectaron y se

pesaron. El peso de los Uteros se calculé de acuerdo con la ecuacion 4:

_ (Peso del ﬁtem)
"~ \Peso del raton

(4)
Donde:

R = peso del Utero expresado en mg por gramo de ratdn
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Tabla 4. Organos disectados de los ratones ovariectomizados.

Organo Prueba Determinacion
Utero Pesado Atrofia en el tejido
. S CcT Medicion de los pardmetros del hueso cortical
Fémur y tibia derecho H el P . . caly
trabecular de los fémures

Para determinar los parametros del huesos cortical y trabecular en los fémures y tibias mediante uCT, los
huesos se fijaron con formalina tamponada 10 % a 4 °C, se lavaron con agua destilada por 2 h y se
etiquetaron con diferentes colores de hilo de poliéster (Seralon) para identificar a cada ratén.
Posteriormente, los huesos se colocaron en un tubo cdnico de 50 mL con torundas con etanol al 50 %.
Finalmente, los huesos se enviaron al laboratorio de la unidad de investigacién mixta 1033 (UMR 1033)
INSERM- Université de Lyon (Francia). Los parametros del hueso trabecular que se reportaron fueron la
fraccién del volumen dseo (BV/TV), el espesor trabecular (Tb.Th), el nimero trabecular (Tb.N), la
separacion trabecular (Th. Sp), la superficie especifica ésea (BS/BV), la densidad mineral ésea (BMD) vy la

densidad de conectividad (Conn. Den.).

2.8.2 Efecto del fucoidan extracto de Undaria pinnatifida en la pérdida 6sea por

ovX

De acuerdo con los resultados del experimento piloto anterior, se decidié utilizar otra fuente de fucoidan,
dos diferentes dosis y cambiar la cepa de los ratones para las cirugias. De esta manera, se realizaron
ovariectomias bilaterales o simuladas (sham) a ratones hembra de 8 semanas de edad de la cepa C57BL/6.

Los grupos y tratamientos se encuentran listados en la Tabla 5.

Tabla 5. Grupos y dosis evaluados en el experimento de OVX.

Grupo Dosis y via de administracion Régimen
Control: OVX + 1X, n=9 Volumen segun el peso, viai.p | Tres veces por semana por 7 semanas
Control sham: Cirugia simulada + , .
Volumen segun el peso, viai.p | Tres veces por semana por 7 semanas
PBS 1X, n=4
OVX + fucoidan extraido de 10 mg kg?, via i Tres veces por semana por 7 semanas
Undaria pinnatifida, n=8 EXE P P P
OVX + fucoid traido d -
ucoidan extraido de 100 mg kg, viai.p Tres veces por semana por 7 semanas

Undaria pinnatifida, n=7

Los tratamientos comenzaron una semana posterior a la cirugia y terminaron ocho semanas después. Al
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finalizar el periodo de tratamientos, se colectaron los érganos descritos en la Tabla 6.

Tabla 6. Organos disectados de los ratones ovariectomizados.

Organo Prueba Determinacion
Utero Pesado Atrofia en el tejido
Columna Absorciometria dual de rayos X (Vértebras Medicion de la densitometria 6sea
lumbares 1-4, L1-L4)
.Célu.las del humero Extraccion de ARN Medicion de la e3<presién de los genes
izquierdo y derecho 0seos
1) Medicién de los parametros de los
Fémur y tibia 1) uCT huesos cortical y trabecular de los
derecho 2) DXA fémures
2) Medicion de la densitometria 6sea

Para realizar los andlisis de imagenologia, se colectaron las columnas de los ratones a partir de las ultimas
dos vértebras tordcicas (T 12-13) hasta la cadera (sacro 1) como se muestra en la Figura 13. Las muestras
se fijaron en formalina tamponada al 10 % durante 24 h a 4 °C, se lavaron con agua destilada por 1 h y se

colocaron en etanol al 70 % hasta su procesamiento en la Universidad de Indiana en Indianapolis, EE. UU.

L [it’ Wi g

Figura 13. Region de corte entre la lumbar 1y el sacro 1. La imagen superior muestra una tomografia computarizada,
y la imagen inferior muestra una resonancia magnética del esqueleto axial de un ratén. X denota corte. Tomado y
modificado de Harrison et al. (2013).

2.8.2.1 Efecto de los fucoidanos en la densidad mineral dsea en ratones ovariectomizados

Para conocer la densidad mineral ésea (BMD, por sus siglas en inglés), las vértebras lumbares L1-L4 y los
fémures derechos fueron analizados mediante Absorciometria Dual de Rayos X (DXA, por sus siglas en

inglés) (Piximus 2 X2608, GE Lunar Healthcare., Madison, EE. UU.). Los fémures y las vértebras se colocaron
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sobre una placa de polipropileno de 1.5 cm de grosor y se permitié la medicién con los rayos X. Los

resultados de la BMD se obtuvieron en g cm™.

2.8.2.2 Evaluacion del efecto de los fucoidanos mediante microtomografia computarizada

(KCT)

Los fémures se escanearon en un sistema de microtomografia computarizada de escritorio (Scanco puCT
35, Scanco Medical AG, Briittisellen, Suiza) con los siguientes parametros: tamafio de voxel de 10 um, 55
kV, 120 mA e integracion de 151 ms. El analisis del hueso trabecular y total en el fémur se llevd a cabo a
9.4 mm del extremo distal y a 2.6 mm de la metafisis femoral. En el caso del hueso trabecular, la regién de
interés comenzd 1 mm proximal a la placa de crecimiento y se extendid 1 mm en direccién proximal
(aproximadamente 100 cortes) dentro de la region de la metafisis. En los casos en que los fémures estaban
incompletos (i.e. sin la epifisis con la unidén a la cadera), se consideré un promedio de la difisis media de
cada grupo. Para el analisis del hueso cortical, se selecciond una region de interés de 1 mm centrada en la

diafisis media del fémur.

2.9 Efecto de los fucoidanos en el cancer de mama

2.9.1 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la migracidén celular de 4T1

El ensayo de reparacién de heridas se realizd para conocer el efecto en la migraciéon celular de células de
cancer metastasico 4T1. Para el ensayo de migracién celular, se sembraron 4.5 x10° células por pozo en
una placa de 24 pozos. Las células se mantuvieron en medio RPMI suplementado con FBS al 10 % vy
antibidtico/antimicédtico al 1 % hasta la generacion de una monocapa celular. Veinticuatro horas después
del sembrado, se realiz6 un cambio de medio con una disminucién de la concentracion del suero fetal
bovino que consistié en medio RPMI suplementado con FBS al 2 % y antibidtico/antimicético al 1 %. Doce
horas después del starving, se realizdé una herida sobre la monocapa celular con una punta de 200 L, y se
trataron a las células con el fucoidan comercial y el extraido de U. pinnatifida (UPC y UPE 160 ug mLY). Los
tratamientos se realizaron por triplicado y se prepararon en medio RPMI con FBS al 2 % vy

antibidtico/antimicético al 1 %. El control positivo consisti6 en medio RPMI con FBS al 2 % vy
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antibidtico/antimicético al 1 %, y el control negativo consisti6 en medio RPMI sin FBS y 1 %

antibidtico/antimicadtico.

El cierre de la herida se monitored por medio de fotografias tomadas en el mismo punto durante 30 h.
Finalmente, se cuantificd el drea sin células en la herida con el programa Image J (version 1) 1.46r) y el

analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prisma 9.4.1.

2.10 Evaluacion del efecto del fucoidan en un modelo ortotopico de cancer de

mama

Con el objetivo de conocer el efecto de una terapia preventiva contra un tratamiento terapéutico en un
estadio temprano del cancer de mama, se administré el fucoidan extraido de U. pinnatifida a ratones

hembra Balb/c de 4-6 semanas de edad.

El modelo de céncer consistid en inyectar 1 x 10° células 4T1 en ambas cuartas glandulas mamarias de los
ratones. Las células 4T1 se activaron de criopreservacion en una caja de cultivo de 150 mm y se
tripsinizaron cuando alcanzaron un 80 % de confluencia. Posterior a la tripsinizacidon, las células se
transfirieron a un tubo cénico de 50 mL donde se lavaron con 40 mL de PBS 1X, seguido de un centrifugado
a 400 x g por 10 min a 4 °C. Este procedimiento se realizé dos veces y se finalizé con el conteo celular para
determinar el nimero de células a inyectar por ratdn. Se inocularon 1 x 10° células resuspendidas en 25
pL de PBS 1X por via subcutanea en la cuarta glandula mamaria de los ratones. Los grupos y tratamientos
que se evaluaron estdn listados en la Tabla 7. Los tratamientos comenzaron dos dias previos a la

inoculacidn de las células de cancer y terminaron 29 dias después.

Tabla 7. Grupos y dosis evaluados en el modelo ortotépico de cancer de mama.

Grupo Dosis y via de administracion Régimen
Control: PBS 1X, n=5 Volumen segun el peso, via i.p 3 veces por semana por 31 dias
48 h previas a la inoculacion de las

Fucoidan extracto de U. pinnatifida

. 10 mg kgt, via i. células, con una frecuencia de 3 veces
(Preventivo), n=5 EXe P

por semana por 31 dias
Nueve dias post inoculacién de las
10 mg kg®, viai.p células, con una frecuencia de 3 veces
por semana durante 22 dias

Fucoidan extracto de U. pinnatifida
(Terapéutico), n=5
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El tratamiento terapéutico y la medicién de los tumores se comenzaron cuando los tumores fueron

palpables en el dia nueve post-inoculacion.

El volumen del tumor se monitored tres veces por semana y se calculd de acuerdo con la ecuacién 5:

V= (L*AZ) (5)

2

Donde:
V =volumen del tumor,
L = largo del tumory

A = ancho del tumor

Al finalizar el régimen de tratamientos, los ratones se eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital
sddico y por dislocacién cervical. Se disectaron los tumores, se pesaron y se dividieron por la mitad para

los analisis de expresion de genes e histoldgicos.

2.11 Evaluacion de la pérdida 6sea en la metastasis 6sea del cancer de mama

Para evaluar el efecto de los fucoidanos en la progresion del cancer de mama, se utilizé un modelo de
metdstasis dsea. Para inducir la metdstasis se utilizaron ratones de cuatro semanas de edad de la cepa

Balb/c que fueron inoculados con células 4T1 por via intracardiaca (Figura 14).
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Figura 14. Inoculacién intracardiaca en el ventriculo izquierdo del corazén. a) Vista radiografica del térax de un
raton adulto que muestra la zona adecuada para la inoculacién intracardiaca. b) La muesca esternal y el apéndice
xifoides (linea horizontal punteada superior e inferior, respectivamente) sirven como puntos de referencia
anatdmicos para la inoculacidn intracardiaca. Obtenido y modificado de Campbell et al. (2012).
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Las células que se inocularon se prepararon como se describié en el modelo ortotdpico. Se inocularon 1 x
10° células en 100 pL de PBS 1X.Por otro lado, los ratones se anestesiaron con una solucidn de ketamina
(100 mg kg?) y xilazina (7.5 mg kg?) por via intraperitoneal (i.p) con una proporcién de 5 uL por gramo de
ratdn. También se rasuraron en la parte ventral superior para la inoculacién de las células en el ventriculo
izquierdo del corazén (Campbell et al., 2012). Una vez inoculados, se realizaron marcas en las orejas para

su identificacién.

2.11.1Experimento piloto: Efecto del fucoidan de M. pyrifera en la metastasis

Osea

Posterior a la inoculacién intracardiaca de las células de cancer 4T1, los ratones se asignaron

aleatoriamente a su respectiva caja y al dia siguiente comenzaron los tratamientos segun la Tabla 8.

Tabla 8. Grupos y dosis evaluados en el experimento piloto del modelo de metastasis dsea.

Grupo Dosis y via de administracion Régimen de tratamiento
ContriligBS X Volumen segun el peso, via i.p Diario por 9 dias
Fucoidan come;clzl de M. pyrifera 100 mg kg, viai.p Diario por 9 dias

Diario. El tratamiento comenzd 48 h
antes de la inoculacién de las células
de cancer 4T1 y se administré por
nueve dias

Preventivo: Fucoidan comercial de
M. pyrifera 100mg kg*, viai.p
n=6

Los ratones se eutanizaron 10 dias posteriores a la inoculacién intracardiaca de las células 4T1. Se

disectaron ambas patas para sus analisis por rayos X e histomorfometria.

2.11.2 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la metastasis dsea

En el segundo experimento de metastasis 6sea se compard el efecto del fucoidan comercial y del extracto
de U. pinnatifida en la pérdida ésea inducida por la metastasis del cancer de mama. Los tratamientos
comenzaron 48 h previas a la inoculacién intracardiaca y se evaluaron las mismas dosis de fucoidan (10
mg kg). Asimismo, se realizé un monitoreo diario del peso de los ratones. Los grupos experimentales se

enlistan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Grupos y dosis evaluados en el modelo de metastasis dsea.

Grupo Dosis y via de administracion Régimen de tratamiento
Control: PBS 1X, n=10 Volumen segun el peso, via i.p Diario por 9 dias
Fucoidan extracto de U.
10 kg, viai. Diari 11 di.
pinnatifida, n=9 mg kg?, viai.p iario por 11 dias
Fucoidan comercial de U. 10 mg kg2, viai.p Diario por 11 dias

pinnatifida, n=10

Al finalizar el régimen de tratamiento, los ratones se eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital
sodico y por dislocacidn cervical. Se colectaron los érganos listados en la siguiente tabla para sus futuros

analisis (Tabla 10).

Tabla 10. Lista de 6rganos y células colectadas a partir del experimento de metastasis 6sea.

Organo Prueba Determinacion
Bazos Pesado Visualizaciéon del tamafio de los drganos
1) Medicién de los parametros de los
huesos cortical y trabecular de las
vértebras
2) Medicion de las areas de ostedlisis
3) Comprobacién de la carga tumoral

1) Microtomografia computarizada (uCT)
Patas derecha e (fémur izquierdo)

izquierda 2) Rayos X (fémures y tibias ambas patas)
3) Histologia estatica (fémur derecho)

Hdmero izquierdo y

Extraccién de ARN Medicion de la expresidn de los genes
derecho

2.12 Analisis estadistico

Todos los experimentos se expresaron como media + error estandar de la media (SEM) o desviacion

estandar, segun se indica en cada figura. El tamafo de muestra para cada experimento se determind con

base en la literatura o en experimentos previos.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) y pruebas de
comparaciones multiples, de la siguiente manera: prueba de Dunnett para comparaciones de los grupos
de tratamiento contra el control, prueba de Bonferroni para comparaciones por pares y prueba post-test

de Tukey para todas las comparaciones entre pares de grupos.

Los resultados se presentan como graficos de barras o diagramas de caja con la media o todos los puntos
de datos, y el valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los datos fueron analizados con

GraphPad Prism version 9.4.1 o superior.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Extraccion y caracterizacion del fucoidan de M. pyrifera, S. muticum y U.

pinnatifida

Las muestras de M. pyrifera, S. muticumy U. pinnatifida recolectadas en la zona submareal de la Isla Todos
Santos, Baja California, México, fueron procesadas para extraer fucoidan, el cual se caracterizd
guimicamente para determinar el contenido de fucosa, sulfato, acidos urdnicos y carbohidratos totales.

Los rendimientos obtenidos a partir de 1 g de alga seca se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Contenido de fucoidan a partir de 1 g de alga de cada especie en las extracciones realizadas.

Especies Masa de fucoidan obtenida (%)
Macrocystis pyrifera 4.8+1.17
Sargassum muticum 2.14+0.24
Undaria pinnatifida 1.74+0.76

Como puede observarse, el rendimiento del fucoidan por gramo de alga fue mayor para M. pyrifera.

3.1.1 Caracterizacion quimica de los fucoidanos

Para cada especie de alga se realizaron curvas estadndar con puntos de medicién en diferentes
concentraciones (Figura 15). A partir del coeficiente de extincién de cada curva estandar se calcularon los
porcentajes de fucosa, hemiéster sulfato y acido glucurdnico contenidos en los extractos y en los

fucoidanos comerciales (Tabla 12).

Para la caracterizacion de carbohidratos totales y de fucosa, se utilizaron los métodos de fenol-acido
sulfurico y de cisteina, respectivamente. Los carbohidratos totales representaron el 41.8% del peso seco
del extracto de M. pyrifera, el 46.9% para S. muticum y el 35.7% para U. pinnatifida. El fucoidan aislado de
U. pinnatifida presentd los niveles mds bajos de carbohidratos. El contenido promedio de fucosa fue del
19.7 % para M. pyrifera, del 17.0 % para S. muticum y del 10. 6 % para U. pinnatifida. El contenido de
carbohidratos totales varié entre especies, pero se encontraron resultados similares entre los fucoidanos

extraidos de M. pyriferay S. muticum.
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Figura 15. Curvas estandar para la caracterizaciéon quimica de los extractos de fucoidan. a) Curva estandar de fucosa,
b) curva estandar de carbohidratos totales, c) curva estandar de sulfatos y d) curva estandar de acidos urénicos.

Entre las especies de los fucoidanos, el extracto de M. pyrifera presentd la mayor cantidad de acidos
urénicos. La identificacion de estas moléculas es crucial para diferenciar los componentes de los
fucoidanos de posibles impurezas, como los acidos alginicos (Zayed et al., 2020). El contenido de sulfato
en el extracto seco de M. pyrifera fue en promedio de 19.0 %, 21. 3 % para S. muticum y 35.2 % para U.
pinnatifida. El fucoidan de U. pinnatifida presenté el mayor contenido de sulfatos, mientras que el de M.
pyrifera presentd el menor. Estos resultados indican que los niveles de sulfatos en los fucoidanos varian y
podrian estar influenciados por la especie del alga, lo que podria afectar la bioactividad debido a la

estructura resultante del fucoidan.
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Tabla 12. Composicidn porcentual del contenido de carbohidratos totales, fucosa, acidos urdnicos y sulfatos.

Fucoidan CHOs Fucosa Acidos urénicos Grupos sulfato
M. pyrifera comercial 38.68 +1.27 35.03+4.1 37.1+£3.0 18.17+7.1
M. pyrifera 41.80+0.3 19.71+£0.1 19.48 £0.2 19.01+£0.1
S. muticum 46.92+1.4 16.99+0.2 14.96 + 0.1 21.13+0.1
U. pinnatifida 35.67£0.3 10.57+£0.2 18.61+£0.5 35.15+0.2
U. pinnatifida comercial 64.7+3.8 29.0+24 12.50+1.2 27.7+0.3

Por otro lado, se calcularon las razones molares a partir de los porcentajes de rendimiento anteriores. Las
razones molares obtenidas (Tabla 13) con relacidn a la fucosa (fucosa: sulfatos: acidos urdnicos) mostraron
que los fucoidanos extraidos de M. pyrifera y S. muticum estaban compuestos de una molécula de acidos
urdénicos por molécula de fucosa y uno o dos grupos sulfato por molécula de fucosa, respectivamente. Por
otro lado, el fucoidan extraido de U. pinnatifida estaba compuesto por mds de cuatro grupos sulfato y mas
de una molécula de acidos urdnicos. Los fucoidanos comerciales de M. pyrifera y de U. pinnatifida
mostraron menor contenido de sulfatos que los extractos de las mismas especies, lo que sugiere que esta

variabilidad se debe al método de extraccion y de purificacion.

Tabla 13. Razones molares de los fucoidanos.

Fucoidan Fucosa Sulfatos Acido glucurénico
M. pyrifera comercial 1 0.74 1.28
M. pyrifera 1 1.37 0.74
S. muticum 1 1.76 0.74
U. pinnatifida 1 4.72 1.46
U. pinnatifida comercial 1 0.36 1.35

Los datos anteriores sugieren que los fucoidanos podrian presentar una conformacion estructural similar
al modelo | descrito por Patankar et al. (1993). En la siguiente figura (Figura 16) se muestra una estructura
del fucoidan en la que se ubica un grupo sulfato en el carbono 4, dos grupos sulfato en los carbonos 3 y

4,y estos se encuentran enlazados a la cadena principal de fucosa.

SO,
N7
3
2>2Fuca1-2Fuca1-2Fuca1-4Fuca1-2Fuca1->
4 4 4 4
N N N N
SO, SO, SO5 SO

Figura 16. Modelo ramificado de Percival. Estructura que muestra los grupos sulfatos que se encuentran enlazados
a la molécula principal de fucosa en los carbonos nimero 3 y 4.
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3.1.2 Caracterizacion de los fucoidanos por FT-IR

Los picos caracteristicos en FT-IR del fucoidan son: un pico en 840 cm™ que corresponde a grupos sulfatos
en posicidn axial en el carbono 4 (C-4), un doblete de picos en 1620 y 1410 cm™ asociada a la vibracién de
los cidos urdnicos y un pico entre 1240-1250 cm™ atribuido a los sulfatos totales (Hernandez-Garibay et
al., 2019; Vaamonde-Garcia et al., 2021). Todos los fucoidanos presentaron un pico alrededor de 840 cm™.
En cuanto a los acidos urdnicos, U. pinnatifida mostré un pico menos intenso en 1417 cm™ en comparacion
con los otros fucoidanos. Ademds, todos ellos exhibieron un pico entre 1600 y 1700 cm™, correspondiente
al enlace hemiacetal de los acidos urdnicos. El andlisis por FT-IR también reveld diferencias estructurales
entre los fucoidanos, las cuales se relacionan con su grado de sulfatacién. En U. pinnatifida se observaron
picos intensos cercanos a 1250 y 840 cm™, lo que confirma un alto nivel de sulfatacién. Por el contrario,
los fucoidanos de M. pyrifera y S. muticum mostraron sefiales de menor intensidad, lo que indica una
menor proporcién de grupos sulfato. Estas variaciones sugieren que los fucoidanos poseen composiciones

moleculares diferentes, lo que probablemente influye en su actividad bioldgica (Figura 17).

FT-IR

A —UPC

UP
SM
MPE

Transmitancia (%)

MPC

S 9 Q ) ) Q QS QS

Longitud de onda (cm™)

Figura 17. Espectros de FT-IR de los fucoidanos. Las lineas verticales en rosado sefalan los picos caracteristicos del
fucoidan: 1,620 cm™ (C=0, acidos urdnicos); 1,417 cm™ (CHs, grupos carboxilos de los &cidos urdnicos); 1,250 cm™
(S=0, vibracién de estiramiento de los grupos sulfato) y 840 cm™ (C-4 axial de los grupos sulfato). UPC= U. pinnatifida
comercial, UP= U. pinnatifida extracto, SM= S. muticum extracto, MPE= M. pyrifera extracto y MPC= M. pyrifera
comercial.
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3.2 Efecto del fucoidan en el proceso de remodelacion dsea

3.2.1 Efecto de los fucoidanos en la viabilidad de las células MC3T3-E1

Para evaluar el efecto de los fucoidanos en la viabilidad de los preosteoblastos de ratén, se trataron las
células MC3T3-E1 con concentraciones de 5-160 pg mL! durante 24 h y se utilizé el ensayo colorimétrico
MTT. El tratamiento con los fucoidanos comerciaes de M. pyrifera y de U. pinnatifida no tuvo efecto en la
viabilidad; sin embargo, el fucoidan extraido de U. pinnatifida la promovié con bajas concentraciones (5 y
10 pg mL1). Por otro lado, los extractos de M. pyrifera y de S. muticum inhibieron significativamente la
viabilidad y su efecto fue dependiente de la concentracién (Figura 18). Lo anterior sugiere que los

fucoidanos tienen diferente efecto de acuerdo con la especie.
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Figura 18. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad de los preosteoblastos de raton MC3T3-E1. (a y d) Las células
MC3T3-E1 se trataron con diferentes concentraciones de cada fucoidan (5-160 ug mL™) por 24 h. (b y c) Los
fucoidanos comerciales no tuvieron efecto en la viabilidad celular, pero los fucoidanos extraidos de M. pyrifera y S.
muticum la inhibieron significativamente. e) Solo el fucoidano extraido de U. pinnatifida promovid el aumento en la
viabilidad de las células con bajas concentraciones. Los resultados se presentan como gréficas de barras con todos
los valores individuales (n=4 replicados bioldgicos) y el error sobre la media (£tSEM). ANOVA de una via seguido del
post test de Dunnett. El valor P<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. *P<0.05, **P<0.01,
***¥p<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo.
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3.2.2 Determinacion de los controles para osteoblastogénesis

En la determinacdn del control para los ensayos de osteoblastogénesis (ver apartado 2.6.1), todos los
grupos promovieron la mineralizacidon de las células de médula ésea y de las células MC3T3-E1, sin
embargo, lo hicieron en diferente medida. Los resultados muestran imdgenes representativas de las
células teiidas con rojo de alizarina S correspondiente a cada grupo evaluado (Figura 19). El grupo que
combiné el cido ascérbico 25 pg mL?! y el B-glicerofosfato 5 mM (grupo 5) mostré mayor aumento en la
mineralizacién. Esta combinacion fue la mas efectiva entre todas las evaluadas en los ensayos. Debido a

su eficacia, se selecciond este medio como estandar para los experimentos posteriores.

Dexametasona 10 nM o . .
Acido ascérbico R-glicerofosfato Acido ascérbico 25 pgmLt  Acido ascérbico 25 ug mL-
Dexametasona 10 nM 25 pg mL! 5mM R-glicerofosfato 5 mM B-glicerofosfato 5 mM

]

.4
e

MC3T3-E1

Figura 19. Panel de seleccion de controles para la osteoblastogénesis. Imagenes representativas de la tincion con
rojo de alizarina S que muestran la mineralizacion formada posterior a 21 dias de cultivo. De izquierda a derecha se
muestra el control de dexametasona 10 nM; &cido ascdrbico 25 pug mL?; R-glicerofosfato 5 mM; la combinaciéon de
dexametasona 10 nM, acido ascérbico 25 pug mL? y B-glicerofosfato 5 mM; y la combinacidn de dcido ascérbico 25
ug mL1y B-glicerofosfato 5 mM. De arriba a abajo se muestra el efecto en la mineralizacién de las células de médula
6sea y de las células MC3T3-E1, respectivamente. Aumento 200X.

3.2.3 Efecto de los fucoidanos en la osteoblastogénesis

Para determinar si los fucoidanos extraidos afectan la deposicidon de calcio, las células de médula ésea
(Figura 20) y las células MC3T3-E1 (Figura 21) fueron expuestas a diferentes concentraciones de los
fucoidanos (5-400 pg mL?). La adicién de bajas concentraciones de los fucoidanos (5-50 pg mL™) disminuyd
la mineralizacidn, mientras que altas concentraciones (100-400 pug mL™) la promovieron significativamente
cuando se compararon con el medio de diferenciacion (C+) solo. Nuestros datos sugieren que los
fucoidanos tienen un efecto anabdlico dependiendo de la concentracion sin importar la fuente celular

(células BMC o MC3T3-E1).
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3.2.4 Efecto de los fucoidanos en la formacion 6sea mediante un modelo ex vivo

de calvaria

Para evaluar evaluar el efecto de los fucoidanos en una etapa temprana de formacidn dsea directamente
sobre el hueso, se utilizé un modelo ex vivo de calvaria de ratén neonato. Los tejidos se cultivaron durante
una semana con los fucoidanos extraidos de M. pyrifera, S. muticum y U. pinnatifida, y se evaluaron las
concentraciones de 25 y 200 pg mLt. Posteriormente los tejidos se fijaron, se descalcificaron y se
depositaron en cassettes histolégicos para su procesamiento. Finalmente, se cortaron y se tifieron con

hematoxilina y eosina (H&E).

El andlisis histoldgico de las secciones tefiidas con H&E después de siete dias de cultivo no reveld formacion
de osteoide evidente en el control negativo. Por el contrario, las calvarias tratadas con insulina (control
positivo) mostraron una evidente formacién de hueso nuevo visible como areas tefiidas de rosa, lo que
confirma la respuesta osteogénica del modelo (Figura 22 a-c). Por su parte, los tres fucoidanos aumentaron
significativamente la formacidn de hueso nuevo a 25 ug mL™. Sin embargo, la respuesta a concentraciones
mas altas varié entre especies. Los fucoidanos de M. pyrifera y de S. muticum no promovieron una mayor
formacion de hueso a 200 ug mL™! (Figura 22 d y e), lo que sugiere una posible saturacién del sistema. Por
el contrario, el fucoidan de U. pinnatifida promovid la formacién de hueso nuevo dependiente de la

concentracién (Figura 22 f).

3.2.5 Efecto de los fucoidanos en los genes de remodelacién dsea

Los genes Gseos de las calvarias tratadas con 200 pg mL™ de los fucoidanos mostraron un aumento
significativo en la expresion de Runx2, un gen clave en la diferenciacion de los osteoblastos, y el mayor
aumento se observé con U. pinnatifida. La expresion de Sost, un regulador negativo de la formacién ésea
secretado por los osteocitos, solo aumenté con U. pinnatifida y se mantuvo sin cambios entre los demas
tratamientos. En cuanto a los marcadores de reabsorcidn dsea, el tratamiento con 200 pg mL™ de los
fucoidanos aumentaron de manera significativa la expresion de Ctsk en todos los grupos, lo que indica una
modulacién en los osteoclastos. La expresion de Rankl se elevé en todos los grupos, y la relacion
Rankl/Opg, un indicador clave del potencial osteoclastico, se redujo significativamente en el grupo de U.
pinnatifida. Esto sugiere un efecto antirresortivo selectivo a través de la inhibicién de la sefializacion de
Rankl mediada por Opg (Figura 23). En conjunto, estos resultados confirman que el fucoidano de U.

pinnatifida no solo promueve la formacion dsea a nivel estructural, sino que también modula una via



molecular clave involucrada en la remodelacion dsea.
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Figura 20. El fucoidan modula la osteoblastogénesis en las células de médula dsea. a) Efecto de los fucoidanos
aislados de M. pyrifera, b) S. muticum y c) U. pinnatifida. Imagenes representativas de los depdsitos de calcio
producidos por las células de médula 6sea después de 21 dias de exposiciéon a los fucoidanos. Control positivo (C*):
medio completo a-MEM con acido ascérbico y B-glicerofosfato sin fucoidan. Control negativo (C’): medio completo
a-MEM. Aumento 100 X. Las imagenes mostradas son representativas de tres experimentos independientes, cada
uno con cuadruplicados (n=4). d) Evaluacidn cuantitativa de las imagenes de ARS por medio de la densidad integrada
(area x intensidad de rojo). ANOVA de una via seguida del post test de Tukey. Para todas las comparaciones p<0.05

se considerd significativo.
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Figura 21. Los fucoidanos aumentan los depdsitos de calcio con altas concentraciones durante la diferenciacion
de las células MC3T3-E1. Imagenes representativas de la tincién con rojo alizarina S de células MC3T3-E1 que
muestran depdsitos de fosfato de calcio (rojo) tras 21 dias de tratamiento con fucoidan a 5, 50, 100, 200 y 400 pug
mL™ L. Los fucoidanos se aislaron de a) M. pyrifera, b) S. muticum y c) U. pinnatifida. Control positivo (C+): medio a-
MEM completo con acido ascdrbico y B-glicerofosfato sin fucoidan. Control negativo (C- ): medio a-MEM completo.
Aumento 100x. Imagenes representativas de tres experimentos independientes con cuadruplicados (n=4). d) La
mineralizacion se evalud cuantitativamente por medio de la densidad integrada de las imagenes tefiidas con ARS. El
analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post test de Tukey. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con p<0.05.
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Figura 22. Efecto de los fucoidanos en el tejido de calvaria. Secciones del tejido de las calvarias teiidas con H&E
correspondientes a a) M. pyrifera, b) S. muticum y c) U. pinnatifida (aumento 400X). Los fucoidanos promovieron de
manera diferente el area de nuevo hueso (d-f). Analisis histomorfométrico del area de formacion dsea. Los resultados
se expresan como diagramas de cajas con bigotes con valores individuales de los datos (n =9). ANOVA de una via con
post test de Dunnett. Los resultados de la cuantificacidn se expresaron con sus respectivos valores de p. OB: old bone
(viejo hueso) y NB: new bone (hueso nuevo).
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Figura 23. Efecto de los fucoidanos en los genes de remodelacion dsea. (a-e) Expresion génica de los marcadores de
formacién y reabsorcidn dsea en calvarias de ratén neonato tratadas con 200 pg mL™ de cada fucoidan. f) La relacién
Rankl/Opg muestra que solo el fucoidan extraido de U. pinnatifida redujo significativamente la capacidad
osteoclastica. Los resultados se presentan como graficos de barras con valores individuales de los datos (n = 4). El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de Tukey. Un valor de p<0.05 se
considerd significativo. Control: medio completo, C+: insulina 50 ug mL™t, MPE: M. pyrifera extracto, SM: S. muticum
extracto, UPE: U. pinnatifida extracto.

3.3 Efecto del fucoidan en la pérdida 6sea por ovariectomia (OVX)

3.3.1 Determinacion de las dosis del fucoidan en el modelo de OVX

Los pesos de los ratones se midieron semanalmente para confirmar el cambio en el peso posterior a la
ovariectomia. No hubo cambios significativos de los pesos iniciales entre los cuatro grupos; sin embargo,
el peso de los ratones del grupo del acido zoledrdnico aumentd significativamente comparado con el

control OVX o Sham a partir de la segunda semana (Figura 24). Ademas, el peso del grupo tratado con el
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fucoidan comercial aumenté significativamente en la octava semana posterior a la cirugia cuando se

comparé con el control OVX o Sham.
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Figura 24. Efecto del fucoidan comercial y del acido zoledrénico en los pesos de los ratones. Los ratones Balb/c se
pesaron una vez por semana durante ocho semanas. Analisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los resultados
se expresaron como la media + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 y ns como no significativo cuando
se compararon contra el control OVX. Los resultados se expresaron como #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001;
####P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon contra el control sham.
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Figura 25. Efecto del fucoidan y del dcido zoledrénico en el peso del ttero. Los ratones Balb/C fueron tratados con
fucoidan (100 mg kg™) o 4cido zoledrénico (1.25 pg kg?) durante cuatro semanas. Los Uteros se disectaron 48 h
después del tltimo tratamiento. Uteros disectados (a). Pesos de los Gteros en relacién con el peso corporal de los
ratones (b). ANOVA de una via con post test de Dunnett. Los resultados de la cuantificacion se expresaron como la
media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 y ns como no significativo.
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Por otro lado, los Uteros se pesaron y se fotografiaron. Como se aprecia en la Figura 25, los Uteros
correspondientes al grupo OVX no mostraron atrofia. En cambio, los ratones del grupo del fucoidan y del
acido zoledrdnico mostraron una disminucién en el tamafo del Utero. Con respecto a las patas, se realizé

UCT para conocer el efecto de los fucoidanos en la microarquitectura del hueso (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del fucoidan y del acido zoledrénico en el hueso trabecular de ratones ovariectomizados tratados
con el fucoidan de U. pinnatifida. a) Fraccién del volumen dseo (% BV/TV), b) espesor trabecular (Tb. Th), c)
separacién trabecular (Tb. Sp), d) nimero trabecular (Th. N), e) densidad de conectividad (Conn.D) y f) Densidad
Mineral ésea (BMD). ANOVA de una via con post test de Dunnett. Los resultados cuantificados se expresaron como
la media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001 y ns como no significativo.
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El analisis de la regidn trabecular de las tibias de los grupos control OVX y sham no mostrd diferencias
significativas, lo que sugiere que el modelo no generd pérdida ésea (Figura 26). Por otro lado, los
resultados de los animales tratados con el fucoidan comercial de U. pinnatifida mostraron que la fraccion
del volumen dseo (BV/TV) disminuyd significativamente en comparacion con el control OVX y que la dosis
del acido zoledrdnico no tuvo efecto en la formacién ésea cuando se le compard con el control OVX. Estos
resultados fueron consistentes con otros parametros trabeculares, como el grosor trabecular (Th.Th), el
numero trabecular (Tb.N.), la densidad de conectividad (Conn.D) y la densidad mineral 6sea (BMD). Lo
anterior sugiere que el modelo de pérdida 6sea por OVX, asi como las dosis empleadas del fucoidan y del
acido zoledrdnico, no fueron las mas adecuadas para evidenciar la formacién ésea, por lo que fue

necesario realizar ajustes en el disefio experimental.

3.3.2 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la pérdida 6sea inducida por OVX

A partir del experimento anterior se decidié cambiar las dosis, el régimen de administracién del fucoidan,

la edad y la cepa de los ratones.

Los ratones C57BL/6, de ocho semanas de edad, recibieron una cirugia bilateral o simulada. Los ratones se
trataron una semana después de la cirugia durante siete semanas con dos dosis de fucoidan extraido de
U. pinnatifida (10 y 100 mg kg2). Al finalizar el periodo de tratamiento, se disectaron los Uteros, las patas,

los himeros y la columna de cada raton.

Los pesos de los ratones se monitorearon una vez por semana durante ocho semanas. El aumento de peso
fue notorio en el grupo control (OVX) y en los ratones tratados con fucoidan 100 mg kg™ comparado con
el grupo sham. Los ratones que recibieron el tratamiento del fucoidan de 10 mg kg™ se comportaron de

manera similar a los del grupo sham.

Por su parte, los Uteros de los ratones OVX mostraron atrofia y los que recibieron la cirugia simulada
mantuvieron su morfologia normal. Los pesos de Uteros de los ratones tratados con el fucoidan
disminuyeron significativamente cuando se compararon con el control OVX. Lo anterior sugiere que la

ovariectomia fue exitosa y que el tratamiento con el fucoidan no evitoé la atrofia del Utero (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del fucoidan extraido de U. pinnatifida en la morfologia y el peso de los uteros de los ratones
C57BL/6 ovariectomizados. a) Disefio experimental. b) Porcentaje de cambio de peso a partir del peso inicial de cada
raton. Analisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los resultados se expresaron como #P<0.05; ##P<0.01;
##1#P<0.001; ####P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon contra el control sham. c) Imagenes
que muestran la morfologia de los Uteros que recibieron la ovariectomia bilaterial o la cirugia simulada. Nétese que
los grupos control (OVX) y los tratados con 100 y 10 mg kg* de fucoidan provocaron el adelgazamiento de los Uteros.
d) Cuantificacién de los pesos de los Uteros. ANOVA de una via con post test de Dunnet.
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Por otro lado, se evalué la densidad mineral 6sea mediante la absorciometria dual de rayos X (DXA, por
sus siglas en inglés) (Figura 28). Los resultados mostraron que la dosis de 10 mg kg™ del fucoidan no tuvo
efecto significativo y la dosis de 100 mg kg indujo la pérdida dsea significativamente cuando se la comparé
con el control OVX. Ademas, en las vértebras los resultados de la densitometria dsea sefialaron que no

hubo diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 28. Efecto del fucoidan extraido de Undaria pinnatifida en la densitometria 6sea de los fémures y vértebras
de los ratones ovariectomizados. a) DXA de los fémures. b) DXA de las vértebras lumbares L1-L4. ANOVA de una via
con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control OVX

o sham.

Con referencia al hueso cortical, los resultados indicaron que las areas totales (TA, por sus siglas en inglés)
de los fémures no se alteraron en ningln grupo (Figura 29a); tampoco se observaron cambios significativos
en el rea del hueso (BA, por sus siglas en inglés) (Figura 29b), y por consiguiente, tampoco hubo cambios
significativos en la proporcidn del area transversal total ocupada por tejido dseo (relacion BA/TA) (Figura
29c). Lo anterior indica que, ni los tratamientos, ni la cirugia alteraron la microarquitectura dsea del hueso
cortical. Por otro lado, el area de médula ésea (Ma.Ar, por sus siglas en inglés) no se vio afectada por los
tratamientos de fucoidan (Figura 29d). Finalmente, el grosor cortical (Ct.Th., por sus siglas en inglés) y la

densidad mineral ésea (BMD, por sus siglas en inglés) tuvieron una tendencia a disminuir de acuerdo con

la dosis utilizada (Figura 29 e y f).
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Figura 29. Efecto de los tratamientos del fucoidan de Undaria pinnatifida en el hueso cortical de los ratones
ovariectomizados. El hueso cortical de los fémures de los ratones ovariectomizados se midid y se determind que
ningun tratamiento con fucoidan alterd los pardmetros del hueso cortical. a) Area total (TA), b) drea de hueso (BA),
c) relacion del drea transversal total ocupada por tejido 6seo (BA/TA), d) area de médula ésea (Ma. Ar), e) grosor
cortical (Ct. Th.) y f) densidad mineral 6sea (BMD). ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se
expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos y ns significa no significativo cuando se
compararon con los controles.

Por otro lado, los resultados correspondientes al hueso trabecular se observan en la siguiente figura
(Figura 30). El tratamiento con las dos dosis del fucoidan de U. pinnatifida disminuyé significativamente el
volumen del hueso (BV, por sus siglas en inglés) cuando se le compard con los ratones con cirugia simulada

(Figura 30a). No se encontraron diferencias significativas en el volumen total del hueso (TV, por sus siglas
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en inglés) (Figura 30b) ni en la fraccion del volumen dseo (BV/TV). Ademas, los resultados fueron
consistentes con la medicidn del grosor trabecular (Th.Th., por sus siglas en inglés) (Figura 30d). Solo los
parametros de la separacion trabecular (Th.Sp., por sus siglas en inglés) y el nUmero trabecular del
tratamiento 100 mg kg* de fucoidan aumentaron de manera significativa (Figura 30e y f). La densidad de
conectividad entre las trabéculas (Conn.D., por sus siglas en inglés) no fue significativa para ningin grupo,
lo que sugiere que el tratamiento no tuvo el efecto deseado sobre este parametro cuando se le comparé
con el control (Figura 30g). Finalmente, se concluyé que la densidad mineral ésea no presentd cambios
estadisticamente significativos en ningun grupo de tratamiento, lo que sugiere que los fucoidanos no

promovieron la formacién dsea en los ratones ovariectomizados.
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Figura 30. Efecto de los tratamientos del fucoidan de U. pinnatifida en el hueso trabecular de los ratones
ovariectomizados. Se midieron los parametros relacionados con el hueso trabecular en los fémures de los ratones
ovariectomizados. a) Volumen éseo (BV), b) volumen total (TV), c) fraccidon del volumen éseo por volumen total
(BV/TV), d) grosor trabecular (Tb. Th.), e) separacion trabecular (Th. Sp.), f) nimero trabecular (Tb. N.), g) densidad
de conectividad (Conn. D) y h) densidad mineral ésea. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se
expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001
y ns como no significativo cuando se compararon contra el control OVX o sham .
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Ademas, se tomaron imagenes provenientes de los escaneos por UCT para ejemplificar los efectos de los
fucoidanos en los huesos cortical y trabecular. Con respecto al hueso cortical, no se observaron diferencias
estructurales entre los grupos de estudio ya que la BA/TA del hueso cortical permanecio similar en todos
los grupos (Figura 31, panel superior). Por otro lado, en el hueso trabecular se logra ver la pérdida de las
trabéculas en los grupos tratados con el fucoidan (Figura 31, panel medio). El tratamiento con 10 mg kg™’
de fucoidan redujo el niumero de trabéculas, y este efecto se aumentd con la dosis de 100 mg kg™ al
compararse con el control OVX. Esto confirma el impacto de las dosis evaluadas de fucoidan en el aumento
de la pérdida dsea. Finalmente, se realizaron reconstrucciones tridimensionales de los fémures analizados
(Figura 31, panel inferior). Se logran apreciar los efectos de los tratamientos en la estructura de los fémures

y cdmo una mayor dosis de fucoidan (100 mg kg) aumenta la pérdida dsea.

ovX Sham Fucoidan 10 mgkg?  Fucoidan 100 mg kg?

Figura 31. Efecto del fucoidan extraido de U. pinnatifida en la pérdida 6sea inducida por OVX. El panel superior
muestra imagenes representativas del hueso cortical (vistos como discoides blancos) de los fémures de los ratones
ovariectomizados y tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. En el panel central se muestran imagenes
representativas del hueso trabecular de los grupos de estudio. Notese las areas de pérdida ésea en los grupos OVXy
de 100 mg kg del fucoidan. En el panel inferior se observan imagenes representativas de las reconstrucciones de los
fémures de los grupos de estudio. Barra 1 mm.
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3.4 Efecto de los fucoidanos en la viabilidad de células de cancer de mama

3.4.1 Curvas de crecimiento celular

Para conocer el efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular, se realizaron curvas de crecimiento para

cada linea celular. En la Figura 32, se muestran las graficas del crecimiento celular para MC3T3-E1, 293T,

4T1, PyMT-R221A, MDA-MB-231, MCF-7 y T47-D.
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Figura 32. Curvas de crecimiento en las células de cancer de mama y no cancerosas. Panel de graficas de crecimiento
celular para a) MC3T3-E1, b) 293T, c) 4T1, d) PyMT-R221A, e) MDA-MB-231, f) MCF-7 y g) T47-D.

Se establecio el nimero de células a sembrar para los ensayos de viabilidad celular con base en dos

criterios: 1) en los experimentos con 24 h de exposicion a los tratamientos, la confluencia inicial debia

alcanzar aproximadamente el 80 %; y 2) en los experimentos con tiempos de exposicion de 48 y 72 h, las

células debian iniciar con una confluencia de entre 60y 70 %.
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3.4.2 Efecto de los fucoidanos en células de cancer de mama y no cancerosas

Con el objetivo de determinar el efecto de los fucoidanos en la viabilidad de las células de cdncer de mama
de ratény de humano, se realizaron ensayos de MTT. Asimismo, se utiliz una linea celular de rifidn (293T)
para evaluar el efecto de los fucoidanos en ausencia de cancer. Los resultados obtenidos (Figura 33)
mostraron una reduccidn significativa a partir de 40 ug mL* del fucoidan comercial de M. pyrifera a partir
de las 24 h de tratamiento, y este efecto se mantuvo hasta las 48 h. En el caso del fucoidan extraido de U.
pinnatifida |a viabilidad celular se inhibié a partir de 5 ug mL?, sin embargo, este efecto se detuvo con el
paso del tiempo, ya que a partir de las 48 h no hubo efecto significativo con las concentraciones de 5-80
ug mLL.Por otro lado, en las células de cdncer de mama de ratdn 4T1, los fucoidanos de U. pinnatifida no
inhibieron la viabilidad celular, sin embargo, en la linea celular PyMT-R221A si hubo inhibicién significativa
posterior a 48 h del tratamiento con el fucoidan comercial de U. pinnatifida. Con respecto a las células de
cancer de mama humano, solo las concentraciones elevadas (160 ug mL?) de los fucoidanos de M. pyrifera
y U. pinnatifida inhibieron la viabilidad de las células MDA-MB-231 después de 48 h de exposicidn (Figura
34). Las bajas concentraciones del fucoidan comercial de U. pinnatifida disminuyeron la viabilidad de las
células MCF-7, mientras que las altas concentraciones no mostraron efecto significativo. En el caso del
fucoidan extraido de U. pinnatifida, se observd la inhibicién de la viabilidad a bajas concentraciones
después de 24 h de tratamiento, y este efecto se mantuvo hasta las 48 h. Estos resultados sugieren que
las diferencias en la composicidon quimica entre el fucoidan comercial y el extraido de U. pinnatifida se
reflejan también en su actividad bioldgica sobre las células de cancer de mama. Por otra parte, los
fucoidanos de U. pinnatifida inhibieron significativamente la viabilidad de las células T-47 D, un modelo de
cancer de mama con receptores hormonales. El efecto se mantuvo hasta las 48 h evaluadas. En conclusion,
los resultados sugieren que la respuesta a los tratamientos de los fucoidanos en las células de cancer de

mama depende de la concentracion, del tiempo de exposicién y de la linea celular evaluada.

3.4.3 Efecto del fucoidan de M. pyrifera y acido zoledrénico en células cancer 4T1

Con el fin de contar con una base experimental sélida antes de proceder con el modelo murino, se decidio
evaluar in vitro el efecto del fucoidan comercial de M. pyrifera y del acido zoledrdnico, tanto de forma
individual como en combinacion. Estos resultados permitieron explorar posibles interacciones entre
ambos compuestos, identificar sinergias o efectos antagdnicos y, de esta manera, sustentar el disefio de

los experimentos in vivo.
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Figura 33. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular de distintas lineas celulares de cancer de mama y no
cancerosas. Graficas de barras que muestran el efecto de los fucoidanos en la viabilidad de diferentes células de
cancer comparadas con las células normales 293T. Los resultados se presentan como graficas de barras con todos los
valores individuales (n=4 replicados bioldgicos) y el error sobre la media (+SEM). ANOVA de una via seguido del post
test de Dunnett. El valor P<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****P<0.0001 y ns como no significativo.
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Figura 34. Efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular de distintas lineas celulares de cancer de mama humano.
Gréficas de barras que muestran el efecto de los fucoidanos en la viabilidad de diferentes células de cancer de mama
humano a 24 y 48 h de exposicion. Los resultados se presentan como graficas de barras con todos los valores
individuales (n=4 replicados bioldgicos) y el error sobre la media (+SEM). ANOVA de una via seguido del post test de
Dunnett. El valor p<0.05 se consideré como estadisticamente significativo. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
***¥*p<0.0001 y ns como no significativo.

Primeramente, las células 4T1 se cultivaron en presencia o ausencia del fucoidan comercial y se determiné

su viabilidad celular después de 24, 48 y 72 h de tratamiento mediante el ensayo colorimétrico MTT. Como
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se muestra en la Figura 35, las concentraciones elevadas de fucoidan (> 40 pg mL?) redujeron de manera
significativa la viabilidad celular, y este efecto se mantuvo a lo largo del tiempo. No obstante, solo las
concentraciones de 80 y 160 pug mL™ conservaron la inhibicién después de 72 h de exposicién al fucoidan

de M. pyrifera.
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Figura 35. Efecto del fucoidan comercial de M. pyrifera en la viabilidad celular de 4T1. Las células 4T1 se cultivaron
en presencia o ausencia del fucoidan por 24, 48 y 72 h antes de la medicién de la viabilidad celular. Las
concentraciones de 80 y 160 pug mL™* mantuvieron su efecto inhibitorio hasta las 72 h. Cada condicidn se evalué por
cuadruplicado y la absorbancia se midié a 570 nm. Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05;
**p<0.01; ***P<0.001; y ****P<0.0001. ANOVA de una via con el post test de Bonferroni.

Por otro lado, se evalud el efecto del 4cido zoledrdnico en la viabilidad de la linea celular 4T1 (Figura 36).
Las células se cultivaron en presencia o ausencia del acido zoledrdnico (5-100 uM) durante 24, 48 y 72 h.
Los resultados indicaron que el 4cido zoledrénico inhibié la viabilidad celular a partir de las 24 h con las
concentraciones de 75 y 100 uM y su efecto se mantuvo hasta las 72 h cuando inhibié mas del 50% de la

viabilidad celular.

En consecuencia, se procedié a determinar la concentracidn inhibitoria 50 (ICso), que fue de 73.62 pg mL?
y 86.42 g mL! después de 48 y 72 h, respectivamente. Los resultados anteriores nos mostraron que el
acido zoledrdnico ejerce un efecto citotéxico dependiente del tiempo y de la concentracion sobre las

células evaluadas.
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Figura 36. Efecto del acido zoledrénico en la viabilidad celular de 4T1. Las concentraciones de 75 y 100 uM
inhibieron mas del 50 % de la viabilidad celular a partir de 48 h de exposicidn a los tratamientos. El efecto inhibitorio
se mantuvo hasta las 72 h en la concentracion de 100 puM. Cada condicién se evaludé por cuadruplicado y la
absorbancia se midié a 570 nm. Los resultados se expresaron como la media + SEM*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001;
y ¥**¥*p<0.0001. ANOVA de una via con el post test de Bonferroni.

3.4.4 Efecto combinado del fucoidan de M. pyrifera y acido zoledrénico en

células cancerosas

Con base en los resultados anteriores para el fucoidan comercial y en los calculos de la ICso absoluta para
el 4cido zoledrdnico, se realizaron ensayos de viabilidad celular para determinar su efecto combinado en
las células 4T1. Se evaluaron las concentraciones de 80, 160 y 250 pug mL*? para el fucoidan comercial de
M. pyrifera y 50, 75 y 100 uM del acido zoledrénico. Los resultados indicaron que todos los tratamientos
inhibieron significativamente la viabilidad celular, pero de manera distinta. Los tratamientos con 80 pug mL
! del fucoidan y con 50 uM del &cido zoledrdnico inhibieron significativamente la viabilidad celular (50 y
30 %, respectivamente) cuando se administraron por separado. Al combinar ambos tratamientos, se
observé una inhibicién del 55 %, lo que sugiere un efecto independiente. Por otro lado, cuando la
concentracién del acido zoledrdnico se aumentd a 75 y 100 uM, se observd un efecto sinérgico que se
mantuvo hasta las 48 h, con una inhibicidn del 64 y 61 %, respectivamente (Figura 37ay b). El tratamiento
con el fucoidan comercial de M. pyrifera a una concentracion de 80 ug mL™ redujo la viabilidad celular
hasta en 45 %. Por otro lado, el 4cido zoledrénico a una concentracién de 50 uM disminuyd la viabilidad
hasta en 75 %, lo que indica que ambos compuestos poseen actividad citotédxica. El efecto del acido
zoledrdnico mostro ser dependiente de la concentracidn, caracterizado por la disminucidn progresiva de
la viabilidad conforme al aumento de la concentracion. Cuando se aplicaron los tratamientos combinados

(160 pg mL?! del fucoidan con 75 o 100 uM del 4cido zoledrdnico), se observé inicialmente un efecto
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independiente, ya que no se potencia la accion de ambos cuando se combinan. No obstante, a las 48 h de

exposicion, la viabilidad celular disminuyé de forma mads pronunciada, lo que indica un efecto sinérgico en

estas condiciones (Figura 37cy d).
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Figura 37. Efecto combinado del fucoidan y del acido zoledrdnico en la viabilidad de células de cancer 4T1. Las
células 4T1 se trataron en presencia o ausencia del fucoidan y acido zoledrdnico por 24 y 48 h. MPC = fucoidan
comercial de M. pyrifera. Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; y
****P<0.0001. ANOVA de una via con el post test de Bonferroni.
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Finalmente, el tratamiento con la concentracién de 250 pug mL? inhibié la viabilidad de las células 4T1 en
aproximadamente 55%, lo que confirma su actividad citotéxica. La combinacion del fucoidan (250 pg mL
1) con 50 pM del acido zoledrénico mostrd inicialmente un efecto independiente, aun cuando se
aumentaron las concentraciones del bisfosfonato. Esto sugiere que, en las primeras horas de exposicién,
la interaccién entre ambos compuestos no supera la suma de sus efectos individuales. Sin embargo,
cuando la viabilidad celular se evalud a las 48 h, se encontré un cambio significativo en la respuesta. Las
combinaciones de fucoidan con 50, 75 o0 100 uM del 4cido zoledrdnico con el fucoidan generaron un efecto
sinérgico dependiente del tiempo de exposicidn (Figura 37ey f). En resumen, estos resultados sefialan, en
primer lugar, que el efecto combinado del fucoidan con el 4cido zoledrénico sobre las células 4T1 depende
del tiempo de tratamiento. En segundo lugar, se identificd una combinacién particularmente eficaz: 80 ug

mL? de fucoidan con 75 uM de &cido zoledrdnico.

3.5 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la migracién de células 4T1

La migracion celular es un proceso importante para el establecimiento de las metastasis éseas, ya que las
células de cancer adquieren propiedades que les permiten migrar a érganos distantes como el hueso. A
pesar de que el fucoidan de M. pyrifera tuvo efecto inhibitorio en la viabilidad celular en combinacidn con
el acido zoledrénico, fue el fucoidan de U. pinnatifida el que tuvo mayor efecto osteogénico y también
mostré efecto sobre las células de cancer de mama. Por tal motivo, se decididé evaluar el efecto del
fucoidan de U. pinnatifida en la migracién de las células 4T1. Se realizé un ensayo de migracidn celular en
el que se trataron células 4T1 durante hasta por 30 h con los fucoidanos de U. pinnatifida y se tomaron

fotografias en determinados tiempos (Figura 38).

Los resultados mostraron que los fucoidanos de U. pinnatifida (el extraido y el comercial) retrasaron
significativamente el cierre de la herida después de 24 h de exposicidn en células 4T1. Lo anterior sugiere
gue estos compuestos podrian interferir con las vias de sefalizacidon implicadas en la migracion celular, un
proceso clave dentro de la cadena metastasica del cancer. La inhibicidon de la migracion celular por los
fucoidanos podria asociarse a la modulacidn de proteinas reguladoras de la motilidad y la adhesidn celular,

lo que potencialmente limita la capacidad invasiva de las células tumorales.



66

C+2% FBS C+10% FBS Extracto 160 ugmL' Comercial 160 pg mL*

b)
100 C+10% FBS
~#- C+2%FBS
—— -1 -
75 - Extracto (160 ug mL"") /%__;P_%
Comercial (160 pg mL™) yd
-a- C-

% cierre de la herida
N (3]
(4] o
1 |

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 38. El fucoidan de U. pinnatifida inhibe la migracion de las células 4T1. a) Ensayo de la herida realizado en
células 4T1 tratadas con 160 pg mL* de los fucoidanos. Panel de imdgenes representativas que muestra la trayectoria
del cierre de la herida a través del tiempo. Notese que en las ultimas dos columnas no hay un cierre de la herida. b)
Gréfica de lineas que muestra la cuantificacion del porcentaje del cierre de la herida en diferentes tiempos. ANOVA
de dos vias con post test de Tukey. Los resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001
y ¥***p<0.0001.
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3.6 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la formacion de tumores de cancer

de mama

Para conocer el efecto del fucoidan extraido de U. pinnatifida en el cdncer de mama se empled un modelo
ortotdpico del cancer de mama (ver seccion 2.10). En la siguente figura (Figura 39 a) se observa el
porcentaje de aumento de peso de los ratones tratados con fucoidan. Se puede ver que los ratones que
comenzaron a tratarse nueve dias después de la inoculacion de las células de cancer (modelo terapéutico)
disminuyeron su peso significativamente. Sin embargo, los ratones que comenzaron a tratarse antes de la

inoculacidn de las células de cancer (modelo preventivo), se comportaron como el grupo control.
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Figura 39. Efecto del tratamiento del fucoidan de Undaria pinnatifida en un modelo ortotdpico de cancer de mama.
a) Los ratones Balb/c se pesaron tres veces por semana durante un mes. Se determind el porcentaje de cambio de
peso de los ratones con tumores primarios. b) Volumen de los tumores. c) Morfologia de los tumores al finalizar el
régimen de tratamiento. d) Peso de los tumores. Los resultados se expresaron como la media £+ SEM *P<0.05,
**p<0.01, ¥***P<0.001 y ****P<0.0001 cuando se compararon con el control PBS 1X. UPE: U. pinnatifida extracto.
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Por otro lado, los fucoidanos no disminuyeron el tamafio ni el volumen de los tumores con la dosis de 10
mg kg* (Figura 39 b y ¢). Cuando se separaron y pesaron los tumores, se encontrd una ligera disminucién
en ellos, sin embargo, el efecto del fucoidan no fue significativo. Lo anterior sugiere que los tratamientos

preventivo y terapéutico no tuvieron efecto en el cancer de mama en un estadio temprano.

3.7 Efecto del fucoidan comercial de Macrocystis pyrifera en la metastasis 6sea

Para conocer el efecto del fucoidan comercial de M. pyrifera en la pérdida ésea inducida por la metastasis
Osea, se inocularon células de cancer 4T1 via intracardiaca a ratones de la cepa Balb/c de 4-6 semanas de
edad. Al finalizar el régimen de tratamientos, los ratones se eutanizaron, se separaron las patas y se
realizaron los rayos X. Posteriormente, las patas se escanearon con un sistema para UCT y se les evalué el

estado de la microarquitectura ésea.

3.7.1 Efecto del fucoidan de M. pyrifera en la metastasis 6sea in vivo

El tratamiento que comenzd 48 h antes de la inoculacidn intracardiaca (preventivo) aumento el peso de
los ratones. Sin embargo, el tratamiento posterior a la inoculacion lo disminuyé significativamente (Figura

40).
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Figura 40. Variacion del peso de los ratones en el experimento de metastasis dsea. Se determiné el peso relativo
medio de los ratones con metdstasis 6sea tratados con fucoidan (100 mg kg?!) y se compard con ratones que
recibieron PBS 1X como control. Analisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los resultados se expresaron
como la media £+ SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se
compararon con el control PBS 1X.



69
Por su parte, las radiografias muestran que los tratamientos con 100 mg kg * del fucoidan aumentaron las

areas de ostedlisis en comparacién con el control PBS (Figura 41).
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Figura 41. Radiografias de los fémures y tibias en el tratamiento de la metastasis dsea. a) Imagenes representativas
de los ratones tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. Las flechas blancas muestran las dreas de ostedlisis. b)
Cuantificacidn de las areas de ostedlisis. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron
como la media + SEM. ns significa no significativo cuando se compararon con el control.

3.7.2 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la metastasis 6sea

Los resultados del efecto del fucoidan con una dosis de 100 mg kg™* mostraron pérdida dsea. Por tal motivo,
se decidié disminuir la dosis a 10 mg kg y cambiar las especies del fucoidan. Por consiguiente, se
compararon los fucoidanos de U. pinnatifida. Todos los tratamientos se administraron 48 h previas y

finalizaron nueve dias después de la inoculacion intracardiaca de las células de cancer 4T1.

En la Figura 42 se muestra el porcentaje de cambio de peso en los ratones tratados con fucoidan en la
metadstasis 6sea. Se puede notar que los ratones tratados con los fucoidanos aumentaron su peso

significativamente al final de la segunda semana de tratamientos en comparacion con el control.

La esplenomegalia puede ser provocada por la progresidn del cancer. En la Figura 43 se muestran la
morfologia (Figura 43a) y el peso de los bazos (Figura 43b) de los ratones tratados con diferentes tipos de
fucoidan. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados en comparacion con el

control.
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Figura 42. Efecto del tratamiento del fucoidan en el peso de los ratones con metastasis 6sea. Los ratones Balb/c se
pesaron diariamente durante doce dias. Se determiné el porcentaje del cambio de peso de los ratones con metastasis
6sea. Notese que los grupos que recibieron el tratamiento con el fucoidan de U. pinnatifida evitaron la pérdida de
peso significativamente. Anadlisis de modelos mixtos con post test de Sidak. Los resultados se expresaron como la
media * SEM *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con
el control PBS 1X.
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Figura 43. Morfologia y peso de los bazos de los ratones con metastasis 6sea tratados con el fucoidan de U.
pinnatifida. Los ratones Balb/c se trataron con dos fuentes de fucoidan de Undaria pinnatifida: un extracto y uno
comercial. a) Morfologia de los bazos. b) Pesos de los bazos. ANOVA de una via con post test de Dunnett. Los
resultados se expresaron como la media + SEM *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 y ns como no
significativo cuando se compararon con el control PBS 1X.
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Por otro lado, los tratamientos con ambas fuentes de fucoidan disminuyeron las lesiones osteoliticas
presentes en las radiografias de los fémures y tibias (Figura 44 a y c). Los resultados de la carga tumoral
confirmaron que el fucoidan extraido aumentd significativamente el drea de hueso e inhibié
significativamente el area del tumor, respectivamente (Figura 44 b, d y e). Con referencia al fucoidan

comercial, solo se inhibié el drea del tumor.
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Figura 44. Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la metastasis 6sea del cancer de mama. a) Imagenes
representativas de radiografias correspondientes a los fémures y tibias de los ratones con metdstasis ésea. b)
Fémures tratados con el fucoidan de U. pinnatifida. (c) Cuantificacidon de las areas de ostedlisis (d). Cuantificacién del
area de hueso y del tumor en los cortes histolégicos. Aumento 100X. Los resultados se expresaron como grafica de
cajas con bigotes con todos los puntos. ANOVA de una via con post test de Dunnet. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
***¥*p<0.0001 y ns como no significativo cuando se compararon con el control PBS.
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Los datos anteriores, se comprobaron por microtomografia computarizada. Ningln tratamiento con el
fucoidan afecté significativamente algun parametro relacionado con el hueso cortical (Figura 45 a-f). Lo

anterior sugiere que el efecto podria estar limitado al hueso trabecular.
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Figura 45. Efecto de los tratamientos del fucoidan de U. pinnatifida en el hueso cortical de los ratones con
metastasis dsea. El hueso cortical de los fémures de los ratones con metastasis se midié y se determind que ningun
tratamiento con fucoidan alterd los pardmetros del hueso cortical. a) Area total (TA), b) area de hueso (BA), c)
relacion del area transversal total ocupada por tejido 6seo (BA/TA), d) area de médula ésea (Ma. Ar), e) grosor cortical
(Ct. Th.) y f) densidad mineral ésea (BMD). ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se expresaron
como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. ¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 y ns como no
significativo cuando se compararon con el control PBS y entre grupos.
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Los resultados obtenidos sobre el hueso trabecular se encuentran en la Figura 46. El tratamiento con la
dosis de 10 mg kg del fucoidan extraido aumenté significativamente el volumen dseo (BV). Por otro lado,
no se encontraron diferencias significativas en el volumen total del hueso (TV), sin embargo, cuando se
realizé la evaluacion de la fraccion del volumen déseo por el volumen total (BV/TV), se encontraron
diferencias significativas solo en el grupo con el fucoidan extracto. Los datos anteriores se confirmaron
con la disminucion significativa de la separacion trabecular (Th. Sp.) y el consiguiente aumento significativo
en el ndmero trabecular y en la densidad de conectividad. Finalmente, no existieron diferencias

significativas en la densidad mineral ésea.
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Figura 46. Efecto de los tratamientos del fucoidan de Undaria pinnatifida en el hueso trabecular de los ratones con
metastasis 6sea. Se midieron los parametros relacionados con el hueso trabecular en los fémures de los ratones con
metastasis dsea. a) Volumen déseo (BV), b) volumen total (TV), c) fraccién del volumen éseo por volumen total
(BV/TV), d) grosor trabecular (Tb. Th.), e) separacion trabecular (Th. Sp.), f) nimero trabecular (Tb. N.), g) densidad
de conectividad (Conn. D) y h) densidad mineral 6sea. ANOVA de una via con post test de Dunnet. Los resultados se
expresaron como grafica de cajas con bigotes con todos los puntos. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001
y ns como no significativo cuando se compararon contra el control PBS.
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Finalmente, se tomaron imagenes provenientes de los parametros de la uCT para ejemplificar los efectos
de los fucoidanos en los huesos cortical y trabecular. Con respecto al hueso cortical, no se observaron
diferencias estructurales entre los grupos de estudio (Figura 47, panel superior). Por otro lado, se logré
ver como se preservé la microarquitectura del hueso trabecular en el grupo tratado con el fucoidan
extraido (Figura 47, panel medio). Esto confirma el impacto de las dosis evaluadas de fucoidan en el
aumento de la pérdida dsea. Ademads, se realizaron reconstrucciones tridimensionales de los fémures
analizados (Figura 47, panel inferior) donde se logran apreciar los efectos de los tratamientos en la

estructura de los fémures y como estos afectan la estructura del hueso.

Fucoidan extracto Fucoidan comercial

Figura 47. Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la pérdida dsea inducida por la metastasis 6sea del cancer de
mama. En el panel superior se muestran imagenes del hueso cortical de los fémures de los ratones con metastasis
6sea. En el panel central se muestran imagenes del hueso trabecular de los grupos de estudio. El panel inferior
muestra imagenes representativas de las reconstrucciones de los fémures en 3D. Barra 1 mm.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Obtencion y caracterizacion de los fucoidanos

El océano es una fuente de organismos marinos que producen compuestos bioactivos, entre ellos el
fucoidan, un polisacérido sulfatado presente en las algas pardas con diversas propiedades (Cao et al., 2021;
Han et al,, 2015; Kim et al.,, 2015; Xue et al., 2013). En este trabajo se evaluaron los efectos de los
fucoidanos aislados de las macroalgas Macrocystis pyrifera, Sargassum muticum y Undaria pinnatifida en

la remodelacién dsea asi como en dos modelos de pérdida dsea in vivo.

La composicion de los fucoidanos depende de las especies (Usov et al.,, 2001) y otros residuos de
monosacaridos como la galactosa, xilosa, manosa, ramnosa y acidos urdnicos pueden estar presentes en
la molécula de fucoidan. La determinacién de los carbohidratos totales de los fucoidanos fue del 41.8 %
en M. pyrifera, 46.9 % en S. muticum y 35.7 % en U. pinnatifida. Estos resultados fueron consistentes con
Lee y Hayashi (Lee et al., 2004) quienes obtuvieron 37.9 % de azucares totales de espordfilos de U.
pinnatifida. Un analisis realizado por Ponce and Stortz (2020) mostré resultados similares con los grupos
sulfatos de M. pyrifera, S. muticum y U. pinnatifida. A pesar de que sus métodos de extraccidon fueron
diferentes a los nuestros, obtuvimos resultados similares a los previamente reportados. En este aspecto,
el contenido de sulfatos de M. pyrifera fue similar al reportado por Ahmad et al. (2022) y por Schweiger
(1962) que reportaron 19.7 % en el extracto comercial despirogenado y 18.02 % en el fucoidan crudo,

respectivamente.

El analisis de FT-IR se realizd para identificar los picos caracteristicos del fucoidan y comparar las
similitudes entre las muestras. Los resultados obtenidos mostraron grupos funcionales correspondientes
a carbohidratos y sulfatos caracteristicos del fucoidan (Lutfia et al., 2020). En todas las muestras de
fucoidan se observaron picos cerca de 3435 cm™ que se atribuyen al estiramiento O-H de los grupos
hidroxilo unidos al hidrégeno. Se encontraron picos cerca de 2935 cm™ correspondientes al estiramiento
vibracional C-H del anillo de la piranosa (Gomez-Ordéfiez y Rupérez, 2011). Ademas, se encontré una sefial
entre 1620y 1416 cm™ que mostrd las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas del carboxilato
(RCOO), respectivamente, lo que indica la presencia de residuos de acidos urdnicos (Peniche-Pavia et al.,
2024). También se encontrd un grupo éster sulfato alrededor de 1240-1250 cm™, caracteristico de los
sulfatos totales (vibracidn de estiramiento S=0)(Kim et al., 2010). Se obtuvieron sefiales en 840 cm™ en

todas las muestras que corresponden a la vibracién de flexion de los sustituyentes sulfato unidos en la
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posicion del C-4 (Koh et al., 2019). Por otro lado, el andlisis del FT-IR reveld diferencias en la composicion
guimica de los grupos funcionales de los tres fucoidanos que se deben principalmente a las variaciones en
su composicién quimica y a sus grupos funcionales. El extracto de S. muticum mostré un mayor contenido
relativo de polisacaridos sulfatados, proteinas y grupos hidroxilo, lo que sugiere que puede estar mas
especializado en la retencidn de agua y el soporte estructural. Esto se refleja en sus picos intensos en las
regiones S=0, amida | y O-H. Por el contrario, el extracto de M. pyrifera mostré intensidades intermedias,
con un pico distintivo en la regidn correspondiente a 900 cm™ lo que indica una presencia significativa de
alginatos que son importantes para su integridad estructural (Yan et al., 2024). El fucoidan de U. pinnatifida
tuvo las bandas menos intensas, lo que indica un menor contenido de proteinas y de carbonilos (Tohamy
et al.,, 2018). Esto sugiere que tiene menos compuestos estructurales o para la retencién de agua
(Venkatesan et al., 2014). Estos hallazgos sugieren que los roles funcionales y los perfiles bioquimicos de
cada fucoidan contribuyen a sus distintas actividades biolégicas que pueden verse influenciadas por

compuestos coextraidos como proteinas u otros azucares.

4.2 Efecto de los fucoidanos en el proceso de remodelacion dsea

Los resultados indicaron que los fucoidanos de M. pyrifera y S. muticum tuvieron un efecto inhibitorio
dependiente de la concentracion. Por el contrario, el fucoidan de U. pinnatifida promovid la viabilidad
celular con las concentraciones mas bajas. Estos resultados muestran que los fucoidanos pueden tener
diferentes efectos en los procesos bioldgicos de acuerdo con su composiciéon quimica, peso molecular,
concentracion o linea celular (Morya et al., 2012; Santhanam et al., 2022). Por ejemplo, el fucoidan de bajo
peso molecular (cerca de 45 kDa) extraido del del género de Sargassum disminuyd la viabilidad de los
queratinocitos HaCaT y de los fibroblastos humanos que inducen inflamacién en la piel (Fernando et al.,
2021; Kirindage et al., 2022). Por otro lado, el fucoidan crudo de los espordéfilos de U. pinnatifida (39.24 %
de fucosa y 15 % de sulfatos) se relacioné con la inhibicién de células no tumorales como los fibroblastos
dérmicos, las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y las células epiteliales renales
humanas (HEK293) (Mak et al., 2014). Esta variabilidad propone que las propiedades especificas de los

fucoidanos deben ser consideradas cuando se explore su pontencial terapéutico.

Para la evaluacién de la osteoblastogénesis, observamos un aumento dependiente de la concentracién en
los depdsitos de calcio, como lo demuestra la tincidon con rojo de alizarina S. Estos resultados fueron
consistentes entre los tres fucoidanos, pero el fucoidano de U. pinnatifida fue el mas eficaz. Si bien las

concentraciones elevadas de los fucoidanos inhibieron la viabilidad de las células MC3T3-E1, su exposicion
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prolongada favorecié un aumento significativo en la depositacidn de calcio durante la osteoblastogénesis.
Los estudios previos respaldan estos resultados al demostrar que el fucoidano aislado de Sargassum
fusiforme promueve la diferenciacion de osteoblastos, la formacién de nddulos minerales éseos en las
células MC3T3-E1 y reduce la pérdida 6sea causada por la privacidon de estrégenos in vivo (Yizhong et al.,
2024). Ademas, la modulacién del fucoidan de Sargassum hemiphyllum en la actividad osteoblastica se ha
evaluado en preosteoblastos derivados de la linea celular 7F2 donde se obtuvo un aumento en la secrecién
de osteocalcina y de fosfatasa alcalina (Hwang et al., 2016). Varios estudios que utilizan células madre
mesenquimales humanas o células estromales derivadas de tejido adiposo humano (hASC) han reportado
respuestas anabdlicas similares en las que el fucoidan favorecié la diferenciacién osteogénica a través de
las vias de sefializacién BMP2-Smad1/5/8, ERK y JNK, ya que aumenté la actividad de ALP y la depositacion
de calcio in vitro (Kim et al., 2015; Pereira et al., 2014). Curiosamente, otros articulos han descrito efectos
inhibitorios. Ohmes descubrid que los fucoidanos de alto peso molecular (110-800 kDa) de Fucus distichus
(fucosa: 87.8 % y sulfatos: 38.7 %) en sistemas de co-cultivo de células endoteliales primarias y de células
similares a osteoblastos influyen negativamente en los procesos angiogénicos y osteogénicos. Este efecto
fue mas intenso con extractos mas puros (Ohmes et al., 2020). Estos hallazgos sugieren que no solo la
fuente celular, sino también la purificacién del fucoidan, desempenan un papel fundamental en la
determinacién de su bioactividad. Ademas, el efecto anabdlico de los fucoidanos en los tejidos puede
atribuirse al grado y posicion de los grupos sulfatos, ya que las fracciones altamente sulfatadas de fucoidan
han mostrado una alta estimulacién de la actividad de la fosfatasa alcalina, la produccién de colageno, y
la depositacién del calcio en los modelos de células humanas y de ratones (Hwang et al., 2016). La cantidad
de grupos sulfato aumenta la carga negativa de la molécula del fucoidan y forma complejos con las
proteinas que tienen su carga opuesta (Haroun-Bouhedja et al., 2000; Ramos-de-la-Pefia et al., 2022). En
nuestro estudio, la relacién de la fucosa con los grupos sulfato revelé que solo el fucoidan extraido de U.
pinnatifida tuvo al menos un mol de hemiéster sulfato por mol de fucosa, lo que puede explica su efecto

superior en la osteoblastogénesis y en la relacion Rankl/Opg.

4.3 Efecto de los fucoidanos sobre los genes dseos, la reabsorcidony la

formacion osea

Para dilucidar el efecto de los fucoidanos en los genes éseos, medimos la relacion Rankl/Opg, un regulador
clave del metabolismo éseo que equilibra la formacion y la reabsorcidn dsea (Marcadet et al., 2022). En

enfermedades relacionadas con los huesos, como la osteoporosis, un exceso de Rankl combinado con una
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reduccion de Opg conduce a una reabsorcidn dsea excesiva (De Leon-Oliva et al., 2023). Por lo tanto,
mantener el equilibrio en este sistema es crucial tanto en condiciones patolégicas como fisioldgicas y
representa un objetivo terapéutico potencial para el tratamiento de enfermedades dseas (Zhang et al.,
2022). En esta investigacion, la relacidén Rankl/Opg disminuyd significativamente con todos los
tratamientos. Esta modulacién, que varia seglin la concentracion y la fuente de fucoidan, reduce la
actividad osteoclastica. En este contexto, los estudios previos han encontrado un efecto similar con los
productos obtenidos a partir de la degradacién de los fucoidanos de Sargassum thunbergii, como el
glucuronomanano, sus oligdmeros y sus formas altamente sulfatadas, que pueden suprimir la
diferenciacidon osteocldstica inducida por Rankl (Jin et al., 2023). De acuerdo con nuestros datos de
caracterizacién quimica de los fucoidanos de M. pyrifera, S. muticum y U. pinnatifida, el contenido de

carbohidratos y sulfatos es crucial para sus actividades bioldgicas.

Especificamente, el fucoidano de U. pinnatifida, con el mayor contenido de sulfato, mostré los efectos mas
prometedores en la reduccion de la relacién Rankl/Opg, lo cual se correlaciona con la inhibicion de la
osteoclastogénesis y el aumento de la osteoblastogénesis. Estos datos sugieren el potencial terapéutico
de los fucoidanos; sin embargo, se requiere investigacion adicional para explorar sus mecanismos precisos

y sus aplicaciones clinicas.

El efecto de los fucoidanos en la reabsorcidén y formacién dsea se evalué con un modelo 3D ex vivo de
calvaria. Este modelo nos permite cuantificar el efecto anabdlico o catabdlico de las moléculas en la
formacién ésea después de una semana de tratamiento (Mohammad et al.,, 2008). Los fucoidanos
derivados de M. pyrifera y S. muticum promovieron significativamente la formacién de hueso nuevo a
concentraciones mds bajas; sin embargo, este efecto se inhibié a concentraciones mas altas, lo que indica
qgue su menor contenido de sulfato conduce a una actividad moduladora ésea menos potente. Un efecto
similar lo describié Chen et al. (2021) con la actividad antiinflamatoria del S. siliquosum, ya que el aumento
del grado de sulfatacion aumenté el efecto antiinflamatorio, pero disminuyé la actividad antilipogénica.
Lo anterior sugiere que la sulfatacién juega un papel crucial en la modulacién en diferentes procesos
bioldgicos. Desde una perspectiva clinica, estos resultados son relevantes, ya que la capacidad del fucoidan
para estimular la formacidn y modular la reabsorcidn ésea lo posiciona como un candidato prometedor

en el tratamiento de enfermedades dseas.
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4.4 Efecto de los fucoidanos en la pérdida dsea por OVX

En el presente estudio, los modelos de OVX empleados no reprodujeron los resultados obtenidos in vitro
y ex vivo. En el modelo ex vivo de calvarias se observd un claro efecto osteogénico, en el modelo de OVX
la dosis de 100 mg kg del fucoidan de U. pinnatifida exacerbd la pérdida dsea trabecular. Este hallazgo
contrasta con lo descrito en estudios previos, en los que la administraciéon de 200 y 5 mg kg7,
respectivamente de un fucoidan comercial, mostré efectos beneficiosos en la prevencidn de la pérdida
O0sea inducida por OVX, lo que preservd los parametros como la densidad mineral ésea y la
microarquitectura trabecular (Jin et al., 2017; Zhao et al., 2023). Estas diferencias resaltan la importancia
de la heterogeneidad estructural de los fucoidanos, cuya bioactividad esta determinada por su grado de

sulfatacién y el peso molecular.

Desde un punto de vista fisioldgico, la ovariectomia genera un estado de deficiencia estrogénica que altera
el proceso de remodelacidon dsea, lo que favorece la activacion de los osteoclastos y la pérdida de
trabéculas (Khosla et al., 2012). En este contexto, es posible que las altas dosis de fucoidan activen vias
relacionadas con la reabsorcidon, lo que se reflejé en el aumento de la seperacion trabecular y en la
disminucion del nimero trabecular en el grupo tratado con 100 mg kg®. Aunque previamente se ha
descrito que el fucoidan puede inhibir la osteoclastogénesis a través de la modulacién de la via Rankl/Opg
(Kim et al., 2014), los resultados obtenidos sugieren que este efecto no es uniforme y que depende de la

especie de origen, la dosis empleada y el modelo experimental.

En conclusidn, aunque los resultados de este modelo no evidenciaron un efecto protector del fucoidan
frente a la pérdida dsea, si aportan informacion respecto a la compleja interaccién entre la dosis, la

estructura quimica y la condiciones fisiolégicas en los ratones.

4.5 Efecto de los fucoidanos en la viabilidad de las células de cancer de mama

La carcinogénesis es un proceso multifacético que incluye la iniciacion (transformacién celular), la
promocién (formacion de colonias) y la progresién (metastasis) de las células anormales (Barrett, 1993).
En este trabajo investigamos el efecto de los fucoidanos en la viabilidad celular: un aspecto clave para el
crecimiento y la diseminacidn de las células de cancer. Los resultados demostraron que los fucoidanos de
M. pyrifera y U. pinnatifida tienen diferentes efectos sobre la viabilidad de las células de cancer de mama

en funcién de la concentracién, el tiempo de exposicion a los tratamientos y el tipo de linea celular
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analizada. En las células MCF-7 y T-47D, ambos modelos con receptores hormonales, se observd una
inhibicidn significativa a bajas concentraciones, lo cual coincide con lo reportado por Yamasaki-Miyamoto
et al. (2009) y por Vishchuk et al. (2013) cuyos fucoidanos inhibieron la viabilidad con 10 y 200 pg mL?,
respectivamente. Lo anterior sugiere que la presencia de receptores de estrégeno en las células puede
aumentar su sensibilidad a los fucoidanos. En contraste, las células 4T1, que carecen de receptores de
estrégeno, mostraron resistencia a los tratamientos con los fucoidanos de U. pinnatifida, lo que podria
deberse a diferencias en las vias de sefalizacion asociadas con el fenotipo altamente metastasico de esta

linea celular (Cao et al., 2021).

Un aspecto relevante es que el fucoidan extraido de U. pinnatifida presentd efectos inhibitorios en la
viabilidad celular a concentraciones menores en comparacion con el fucoidan comercial, lo que sugiere
que la variacidon en la composicién quimica influye directamente en su bioactividad (Yue et al., 2025).
Ademas, la inhibicion de la migracién en las células 4T1 después de la exposicién a los fucoidanos de U.
pinnatifida refuerza la idea de que estos compuestos no solo limitan la viabilidad, sino que también pueden

afectar procesos clave en la metastasis como en la motilidad y la invasion celular (Lee et al., 2012).

Por otra parte, la combinacién del fucoidan comercial de M. pyrifera con el acido zoledrénico mostré un
efecto sinérgico dependiente del tiempo y de la concentracién, con una mayor inhibicién de la viabilidad
celular a partir de las 48 h. Estos resultados son consistentes con lo descrito por Tsai et al. (2025) quienes
demostraron que la interaccion de los fucoidanos con el acido zoledrénico potencia la muerte celular
mediante mecanismos asociados con feroptosis (muerte celular dependiente de hierro). Estos resultados
muestran el potencial de los fucoidanos como agentes antitumorales selectivos y como adyuvantes en las
terapias combinadas. No obstante, las diferencias observadas entre las lineas celulares muestran la

necesidad de profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares implicados.

4.6 Efectos del fucoidan de U. pinnatifida en la migracion celular

A pesar de que los fucoidanos no inhibieron la viabilidad celular en la mayoria de las lineas celulares, su
efecto en la migracidon fue diferente. Los fucoidanos de U. pinnatifida retrasaron el cierre de la herida en
funcién del tiempo. Estos resultados pueden vincularse con la capacidad de los fucoidanos para interferir
en mecanismos de adhesidn celular mediados por moléculas como las P y L- selectinas, las cuales
participan activamente en la migracidn y extravasacién de células tumorales hacia tejidos secundarios

(Rouzet et al., 2011). Al unirse competitivamente a estas selectinas, el fucoidan bloquea interacciones
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criticas las células tumorales, endoteliales y plaquetas, lo que reduce tanto la velocidad de migracién en
ensayos in vitro como la capacidad de colonizacién metastasica in vivo (Borsig, 2018; Laubliy Borsig, 2010).
Diversos estudios han sefialado que las P y L- selectinas participan de manera activa en la migracién y
diseminacion de las células tumorales. La P-selectina, expresada en plaquetas y células endoteliales
activadas, favorece la adhesién de células cancerosas al endotelio vascular y la formacién de microtrombos
tumor-célula, los cuales protegen a las células de cancer de la vigilancia inmune y facilitan la extravasacion
hacia otros tejidos. Por su parte, la L-selectina, presente en los leucocitos, contribuye al reclutamiento de
células tumorales y a su interaccion con el microambiente estromal, lo que potencia la migracién y el
establecimiento de la metastasis en érganos distantes. En este contexto, el fucoidan ha sido descrito como
un potente inhibidor de selectinas debido a su estructura rica en grupos sulfato, que le permite unirse

competitivamente a P y L- selectinas e impedir estas interacciones (Ho et al., 2023; Wang et al., 2022).

4.7 Efecto del fucoidan de U. pinnatifida en la formacion de tumores

En el presente estudio, el tratamiento con el fucoidan extraido de U. pinnatifida a una dosis de 10 mg kg
! en un modelo ortotdpico de cancer de mama, no produjo la reduccidn significativa en el volumen de los
tumores. Por otro lado, se registré una pérdida de peso significativa en el tratamiento terapéutico (una
semana después de la inoculacion), lo que podria indicar efectos sistémicos no deseados o un impacto
metabdlico del compuesto. Sin embargo, se necesitan realizar mds experimentos para comprobar estas
hipotesis. Nuestros resultados contrastan con Xue et al. (2013), quienes observaron que la administracion
intraperitoneal de 5y 10 mg kg* del fucoidan comercial en ratones Balb/c inoculados con las células 4T1
redujo significativamente tanto el volumen como el peso de los tumores, ademds de inducir la apoptosis
y disminuir la angiogénesis. De manera similar, una dosis menor de 5 mg kg de fucoidan logré inhibir la
formacion de tumores derivados de células de colon, a través de la activacion de la via de sefializacion Akt
y lainhibicién de la via Wnt/ B catenina, respectivamente (Han et al., 2015; Yun et al., 2016). En un articulo
de revisidn propuesto por Atashrazm et al. (2015), se mostrd que las variaciones en la actividad biolégica
del fucoidan pueden atribuirse a las diferencias en su origen, su peso molecular, el grado de sulfatacion,
la dosis y el régimen de administracidn, lo cual podria explicar la falta de eficacia observada en este

experimento.

Una posible explicacidn para la ausencia del efecto significativo en el modelo ortotdpico puede ser la dosis
utilizada, ya que si bien 10 mg kg ha mostrado resultados positivos en otros modelos, es posible que en

este contexto no sea suficiente para alcanzar concentraciones efectivas en el sitio tumoral. Ademas, el
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inicio tardio del tratamiento podria haber limitado la capacidad del fucoidan para interferir en procesos
clave como la angiogénesis o la viabilidad inicial del tumor, etapas en las que el fucoidan ha demostrado

mayor eficacia (Ale et al., 2011; Fitton et al., 2015).

4.8 Efecto del fucoidan comercial de M. pyrifera en la metastasis dsea

Los resultados obtenidos en el modelo de metastasis dsea con células 4T1 muestran que el fucoidan tiene
diferentes efectos de acuerdo con la dosis y la fuente del fucoidan. El tratamiento con una dosis alta del
fucoidan comercial de M. pyrifera (100 mg kg ') aumentd las dreas osteoliticas en el hueso. Estos
resultados sugieren que las dosis elevadas podrian alterar la homeostasis del hueso y favorecer
indirectamente la reabsorcion dsea mediada por las células tumorales. Algunos articulos sefialan que,
aunque los fucoidanos poseen propiedades antitumorales y antiosteoclasticas, su efecto depende de la

dosis, el origen del alga y del grado de sulfatacién (Ale et al., 2011; Fitton et al., 2015).

La reduccidn de la dosis a 10 mg kg 1y el cambio de la fuente del fucoidan, modificaron los resultados. En
este caso, tanto el fucoidan comercial como el extraido disminuyeron la carga tumoral y las lesiones
osteoliticas en el hueso trabecular, pero solo el fucoidan extraido mostré un efecto osteoprotector. En
particular, se observé un aumento significativo en la fraccién de volumen éseo. Estos resultados son
consistentes con los reportes previos que indican que el fucoidan puede inhibir la diferenciacién y
actividad de los osteoclastos, al tiempo que promueve la formacién del hueso trabecular mediante la

modulacion de vias como NF-kB y Rankl/Opg (Kim et al., 2015; Kim et al., 2014).

Un aspecto relevante es que ningun tratamiento con fucoidan modific6 de manera significativa los
pardmetros del hueso cortical ni la densidad mineral ésea. Esto coincide con trabajos que sefialan que los
efectos de los fucoidanos sobre el esqueleto se concentran principalmente en la microarquitectura
trabecular debido a que esta regién es mas dinamica y responde mas rapidamente a cambios en el
remodelado éseo (Pajovich y Banerjee, 2017). La preservacidén de la estructura trabecular en el grupo
tratado con el fucoidan extraido sugiere un efecto protector contra la pérdida dsea asociada a la
metastasis, lo cual es de gran relevancia clinica ya que el hueso trabecular es la principal localizacion de

metastasis osteoliticas en el cancer de mama (Weilbaecher et al., 2011).

Finalmente, estos resultados muestran que los fucoidanos son compuestos con potencial en la

investigacion contra la progresion del cancer, no solo por sus efectos directos sobre la viabilidad y
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migracion celular, sino también por su capacidad de modular la remodelacion ésea. Aunque aun es
necesario profundizar en los mecanismos especificos, los hallazgos son alentadores. El estudio de los
polisacaridos sulfatados marinos como el fucoidan abre nuevas perspectivas en el desarrollo de terapias
complementarias que en el futuro podrian contribuir a mejorar la calidad de vida de quienes enfrentan

enfermedades de pérdida dsea.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este estudio se demostréd que los fucoidanos aislados de las algas M. pyrifera, S. muticum y U.
pinnatifida mostraron diferencias quimicas en cuanto al grado de sulfatacién y composicion, lo cual
determind sus actividades bioldgicas tanto en el proceso de remodelacidon dsea como en el cancer de

mama.

En los modelos in vitro y ex vivo se observaron efectos anabdlicos y antirresortivos. El fucoidan de U.
pinnatifida demostré una capacidad superior para favorecer la diferenciacion y reducir la
osteoclastogénesis a través de la modulacién de la relacién Rankl/Opg. Lo anterior sefiala que la accién de
los fucoidanos depende de la especie de origen, de la concentracién utilizada y de los modelos

experimentales.

En los modelos celulares de cancer de mama, los fucoidanos demostraron efectos antiproliferativos y
antimigratorios que dependieton del tipo celular y de la expresidén de receptores hormonales. Ademas se
observé un efecto potenciador en combinacion con el 4cido zoledrdnico, lo que sugiere su potencial
aplicaciéon como agentes adyuvantes en las terapias dirigidas con el cancer de mama y sus complicaciones

en el hueso.

Por otra parte, los modelos in vivo mostraron respuestas contrastantes. En el modelo de ovariectomia, los
tratamientos con el fucoidan de U. pinnatifida no lograron prevenir la pérdida ésea. Estos resultados
sugieren que bajo condiciones de bajos niveles de estrégenos, los fucoidanos en las dosis utilizadas (10 y
100 mg kg) no alcanzan un efecto protector comparable a lo observado in vitro. Lo anterior sugiere
explorar dosis alternativas, vias de administracién distintas o combinaciones terapéuticas para potenciar

su eficacia en el contexto de osteoporosis.

En el modelo de tumores ortotdpicos del cancer de mama, los fucoidanos tampoco mostraron un efecto
inhibidor significativo sobre el crecimiento del tumor primario, aunque si se identificaron indicios de
modulacién en pardmetros asociados al microambiente tumoral. Esto podria implicar que, mas que actuar

sobre la masa tumoral, los fucoidanos ejercen sus efectos sobre las interacciones celulares y moleculares.

En el modelo de metdstasis dsea se observé que la dosis de 10 mg kg del fucoidan de U. pinatifida tuvo
un efecto osteoprotector sobre la microarquitectura trabecular, aunque dicho efecto fue dependiente de

la dosis. Este hallazgo es un aspecto importante dada la complejidad del escenario patoldgico, y sugiere
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que los fucoidanos podrian desempefiar un papel diferente en la prevencion de la pérdida dsea asociada
a la metastasis, probablemente mediante la modulacién de la actividad osteoclastica y la preservacién de

la microarquitectura dsea.

Finalmente, nuestro trabajo ofrece informacidon sobre la caracterizacion de especies de algas que
contienen compuestos bioactivos con potencial terapéutico en el contexto éseo. Los resultados obtenidos
sientan las bases para que las investigaciones futuras profundicen en sus mecanismos de accién y validen
sus aplicacién traslacional, con la perspectiva de que los fucoidanos puedan incorporarse como
alternativas seguras y efectivas dentro de las estrategias de prevencién y tratamiento de la pérdida dsea

y de la metastasis asociada al cancer de mama.
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