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APRESENTACAO

As ciéncias biolégicas sdo um campo de estudo que se dedica a
compreensao dos organismos vivos e dos processos que ocorrem neles, bem
como do estudo de suas interacdes. E uma area que engloba varias disciplinas,
como biologia molecular, genética, fisiologia, ecologia, evolu¢do e muitas outras.

Com o desenvolvimento da tecnologia, ao longo do tempo, as ciéncias
biolégicas passaram por diversas transformagcbes e avancos significativos,
resultando na construcéo de novos paradigmas de conhecimento.

A construcdo de novos paradigmas de conhecimento nas ciéncias
biolégicas é um processo continuo e dinamico. A medida que novas tecnologias
séo desenvolvidas e novas descobertas sao feitas, nossa compreensao dos seres
vivos e dos processos bioldgicos continua a evoluir. Esses novos paradigmas
tém o potencial de transformar a forma como vemos e interagimos com o mundo
natural, além de abrir novas possibilidades para a pesquisa e a aplicagcdo da
biologia. Por exemplo, com 0 avango da bioinforméatica, que combina a biologia e
a informatica, tem ocorrido a analise de grandes quantidades de dados biol6gicos
e a descoberta de padrdes e relagbes complexas.

Nesta obra, Las ciencias biologicas y la construccion de nuevos
paradigmas de conocimiento”, sdo apresentados trabalhos que englobam a
intersecgca@o entre teoria, pratica e metodologia cientifica, buscando inovar com
novas descobertas. Sao apresentados, ao longo de sete capitulos, trabalhos
cientificos originais e de revisdes, que abordam diferentes areas da biologia.

A Atena Editora possui um corpo editorial pertencente as melhores
universidades do Brasil e responsavel por selecionar material de qualidade e
relevancia, como a obra que aqui apresentamos. Esperamos que vocé tenha
uma boa leitural!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPITULO 1

ANALISIS DE microRNAs CIRCULANTES
EN PLASMA DE PACIENTES CON CANCER
GASTRICO

Data de submissdo: 06/09/2023

Martha Eugenia Ruiz Tachiquin
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RESUMEN: EI cancer gastrico (CG) ocupa
el quinto lugar en incidencia y cuarto como
causa de muerte por cancer en el mundo. El
CG tiene un origen multifactorial: dieta, estilo
de vida, genética, factores socioeconémicos

Data de aceite: 02/10/2023

y se ha observado que el 80 % de los casos
de CG de tipo intestinal se asociacian
con la infecciébn previa de Helicobacter
pylori. Dentro de la patogénesis molecular,
se ven involucrados los cambios en el
perfil de expresion de los microRNAs. El
estudio de la relacion de los microRNAs y
el cancer es un proceso complejo, a causa
de dos variantes: la diversidad genética de
las células implicadas y la desregulacion
de diversos microRNAs en el tumor. Sin
embargo, en diversos estudios, se describe
su participacion en varios tipos de cancer,
mediante la regulacion de oncogenes y
genes supresores de tumor. La creciente
tasa de incidencia de CG muestra que, a
pesar de los esfuerzos realizados a la fecha,
existe una necesidad urgente de desarrollar
nuevos métodos que permitan detectar
este padecimiento en etapas tempranas,
empleando técnicas poco invasivas, con
una alta sensibilidad y especificidad.
Se ha demostrado en diversos estudios
que, los microRNAs son moléculas muy
especificas, sensibles y altamente estables
en plasma/suero, al evadir la actividad de
la RNasa, debido a su empaquetamiento
en exosomas Yy cuerpos apoptéticos y
su capacidad de formar complejos con
lipoproteinas y proteinas de union. Aunado

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento

Capitulo 1



a esto, como se ha descrito anteriormente, poseen diferentes patrones de expresion en
tejidos cancerosos y en tejidos no cancerosos, lo cual, los hace candidatos para emplearse
como marcadores.

PALABRAS-CLAVE: cancer gastrico, microRNAs circulantes, plasma, suero

ANALYSIS OF CIRCULATING microRNAs IN PLASMA OF GASTRIC CANCER
PATIENTS

ABSTRACT: Gastric cancer (GC) ranks fifth in incidence and fourth as the cause of cancer
death in the world. GC has a multifactorial origin: diet, lifestyle, genetics, socioeconomic factors,
and it has been observed that 80 % of cases of intestinal GC are associated with previous
Helicobacter pyloriinfection. Within molecular pathogenesis, changes in the expression profile
of microRNAs are involved. The study of the relationship between microRNAs and cancer is
a complex process, due to two variants: the genetic diversity of the cells involved and the
deregulation of various microRNAs in the tumor. However, in various studies, its participation
in various types of cancer is described, through the regulation of oncogenes and tumor
suppressor genes. The growing incidence rate of GC shows that, despite the efforts made to
date, there is an urgent need to develop new methods that allow detecting this condition in its
early stages, using minimally invasive techniques, with high sensitivity and specificity. It has
been shown in various studies that microRNAs are very specific, sensitive, and highly stable
molecules in plasma/serum, by evading RNase activity, due to their packaging in exosomes
and apoptotic bodies and their ability to form complexes with lipoproteins and binding
proteins. In addition to this, as previously described, they have different expression patterns
in cancerous and non-cancerous tissues, which makes them candidates for use as markers.
KEYWORDS: gastric cancer, circulating microRNA, plasma, serum

11 CANCER GASTRICO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial, se estima que hubo 20 millones de nuevos casos de cancer y 10
millones de muertes por cancer. La carga del cancer aumentara aproximadamente en
un 60% durante las proximas dos décadas, lo que afectara aun mas a los sistemas de
salud, a las personas y a las comunidades (URL 1). El cancer gastrico (CG) ocupa el
quinto lugar en incidencia y cuarto como causa de muerte por cancer a nivel mundial (URL
2). Existen altas tasas de incidencia y mortalidad en América Central y América del Sur
(URL 3). De acuerdo, a las estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), entre los jévenes de 20 a 29 afos la principal causa de defuncion por tipo de
cancer fue la leucemia. En hombres la tasa fue de 0.31 por cada 10 mil, y en mujeres, de
0.20 por cada 10 mil. Después de esta causa, hay diferencias por sexo. En los hombres
destacaron las defunciones por tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de otras
partes del sistema nervioso central; tumor maligno de estdbmago y linfoma no Hodgkin. En
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las mujeres, le siguieron por orden de importancia el tumor maligno del cuello del utero, el
tumor maligno de la mama y el tumor maligno de ovario. Para los hombres de entre 30 y 59
anos, destacaron las defunciones por tumor maligno del colon, del recto y del ano, con una
tasa de 0.60 defunciones por cada 10 mil varones, seguido del tumor maligno de estébmago
con una tasa de 0.47 por cada 10 mil hombres (URL 4).

1.2 PATOLOGIA

EI CG se refiere a cualquier neoplasia maligna que tenga origen en una region entre
la union gastroesoféagica y el piloro. El 95 % de los tumores desarrollados en estbmago son
de origen epitelial, por lo que, se les denominan adenocarcinomas de estobmago. El origen
policlonal y multifocal de los tumores aunado a los diversos tipos celulares, presentes en la
mucosa gastrica hacen que una clasificacion histoldgica basada en morfologia sea compleja.
Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el sistema de clasificacion de
Lauren (Lauren, 1965) han descrito dos tipos de CG con base al tipo histologico y el patron
de crecimiento: intestinal y difuso. EI CG de tipo intestinal o diferenciado esta caracterizado
por un crecimiento localizado y expansivo; generalmente, este tipo de tumores se asientan
en regiones donde de manera previa se habia desarrollado una metaplasia intestinal. El
CG difuso tiene un patrén de crecimiento infiltrante, es un adenocarcinoma indiferenciado
y presenta células dispersas con capacidad invasora individual o en grupo (Espejo-Romero
& Navarrete-Siancas, 2003).

1.3 CASCADA PRECANCEROSA GASTRICA

El desarrollo de CG intestinal esta precedido por un proceso precanceroso de varios
afnos y etapas, cada una de ellas caracterizadas histolégicamente, la cascada propuesta
inicia con gastritis cronica activa, gastritis atrofica multifocal, metaplasia intestinal completa,
metaplasia intestinal incompleta, displasia y adenocarcinoma (Piazuelo, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Lesiones gastricas secuenciales que preceden al cancer gastrico intestinal. El
desarrollo de cancer gastrico esta antecedido por una serie de evento en cascada.

1.4 ETIOLOGIA

EI CG como muchos otros tipos de cancer, tiene un origen multifactorial: dieta, estilo
de vida, genética, factores socioeconémicos y se ha observado que el 80 % de los casos de
CG de tipo intestinal tiene asociacion a la infeccion previa por H. pylori (Figura 2) (Nagini,
2012; McLean & EI-Omar, 2014).

El CG presenta una etiologia compleja, la mayor parte se debe a un conjunto de
factores entre alteraciones genéticas y factores externos. Sin embargo, se ha reportado que
menos del 3 % se debe a la herencia, la cual involucra cancer gastrico difuso hereditario,
poliposis proximal de estomago y cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis
(Nagini, 2012).

Dentro de la patogénesis molecular, se ven involucradas la inestabilidad cromosdmica
(aneuploidia, translocacion, amplificacion, deleciones y pérdida de la heterocigosidad),
la fusion de genes, la inestabilidad de los microsatélites (hipermetilacion de promotores
de genes de reparacion de dafo) y los cambios en el perfil de expresion de microRNAs
(McLean & EI-Omar, 2014).
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Figura 2. Etiologia del cancer gastrico. La patogénesis del cancer gastrico es multifactorial y
heterogénea, engloba tanto factores ambientales como alteraciones cromosémicas y susceptibilidad
genética (**GWAS-estudios de asociacion del genoma completo, *SNPs polimorfismos de un solo
nucleétido) (Modificado de McLean & EI-Omar, 2014).

21 EL PAPEL DE LOS microRNAs EN EL CANCER

2.1 BIOGENESIS

Los microRNAs son moléculas de RNA no codificantes de cadena sencilla, con un
tamano de 17 a 25 nucle6tidos (nt). Constituyen la clase dominante de los RNAs pequefios.
Los microRNAs se transcriben de regiones intergénicas de manera individual o en grupos,
generados por un solo transcrito. Estas moléculas son ubicuas pero su expresion puede ser
especifica en diferentes tejidos o de manera temporal, dependiendo del estado en el que se
encuentre la célula (Bartel, 2004; Lugo-Trampe & Truijillo-Murillo, 2009).

La biogénesis de los microRNAs en células animales depende del origen de éstos.
Algunos genes de microRNAs estan localizados en exones e intrones de RNA codificante y
no codificante, respectivamente. La via canénica comienza con la transcripcion del material
genético llevado a cabo por la RNA polimerasa Il, el transcrito primario generado es
denominado pri-miRNA, dentro de este transcrito se encuentra una estructura de tallo y asa
de 60-70 nt, llamada pre-miRNA. EIl pri-miRNA es procesado en el nlcleo por un complejo
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proteico formado por una RNasa de tipo || (DROSHA) y una proteina con dominios de union
a RNA de doble cadena (DGCRS8), en el cual, el pre-miRNA es liberado; los pri-miRNAs
de origen intrénico son procesados por el empalmosoma y componentes exosomales que
dan origen a los pre-miRNAs. Los pre-miRNAs generados son transportados a citoplasma
por el factor nuclear de exportacion: exportina 5; una vez en el citoplasma, sufren otro
procesamiento, en el cual, el asa terminal es eliminada por una RNasa tipo Il (DICER),
generando un RNA de doble cadena de 21 pares de bases (pb). En seguida, este RNA es
procesado por el complejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA) que es el
efector del silenciamiento de los RNA mensajeros (RNAm). ElI RISC genera un microRNA
funcional, al degradar una de las cadenas del RNA pequefio, y al existir una hibridacién
parcial de éste con el RNAm celular, este complejo detiene la transcripcion o degrada el
RNAm al existir una complementariedad total. Generalmente, los microRNAs se unen a
la region 3’-UTR (regién no traducible) del RNAm blanco. Los mecanismos de represion
post-traduccional que se han propuesto son: 1) bloqueo del inicio de la traduccion, 2)
represion de post-inicio de la traduccion y 3) desestabilizacion del RNAm por un proceso
de deadenilaciéon (Lugo-Trampe & Trujillo-Murillo, 2009; Ha & Kim, 2014) (Figura 3).

.
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., 11 .o
RNA Pol 11/111 Transcripcion ™, / i
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ri-miRN/ v '._ TRBP
DROSHA H i o i miRNA duaplex -
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Pre-mi |
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t... l
0
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Figura 3. Biogénesis de los microRNAs. Comienza con la transcripcion del material genético en el
nucleo, posteriormente continua el proceso en el citoplasma (Arroyo-Rodriguez & Salloum-Astar, 2013).
Figura hecha por Brian A. Ramirez Cruz.
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2.2 microRNAs EN EL CANCER

Debido a la participacion de los microRNAs en procesos como la proliferacion celular,
control del ciclo celular, apoptosis, diferenciacion y metabolismo, se les ha implicado en el
desarrollo del proceso carcinogénico (Lu et al., 2005; Arroyo-Rodriguez & Salloum-Asfar,
2013). El estudio de la relacion de los microRNAs y el cancer es un proceso complejo,
a causa de dos principales variantes: 1) la diversidad genética de las células implicadas
en el cancer y 2) la desregulacion de diversos microRNAs en el tumor (Jansson & Lund,
2012). Sin embargo, se han realizado diversos estudios en los que se ha encontrado su
participacion en diversos tipos de cancer (Munker & Calin, 2011; Volinia et al., 2006; Lu et
al., 2005). La participacion de los microRNAs en un cancer puede estar dada por su accion
sobre oncogenes y genes supresores de tumor (Calin et al., 2004).

Los microRNAs pueden estar sobreexpresados o subexpresados en el cancer.
No obstante, la ponderacion en este proceso es la subexpresion (Lu et al., 2005), esta
alteracion genera la pérdida o ganancia de funciones en las células. En el cancer los
principales factores que poseen un efecto sobre la expresion de microRNAs son: activacion
de factores de la transcripcion, alteraciones a nivel cromosomico (amplificacion y delecion),
mutaciones puntuales, metilacion de promotores. Ademas, la represion de la biogénesis de
los microRNAs por mutaciones en componentes de la via de su procesamiento, promueven
la transformacion maligna y la carcinogénesis (Jansson & Lund, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos involucrados en la alteracién de la expresion de microRNAs en cancer. La
desregulacion en la expresion de microRNAs esté principalmente asociada a alteraciones genéticas,
epigenéticas, mutaciones en la biogénesis, actividad aberrante de diferentes factores de transcripcion y
evasion de la represion por microRNAs por diversos mecanismos.*Factores de transcripcion.

2.3 microRNAs Y CANCER GASTRICO

La expresion especifica de microRNAs se ha asociado a CG (Bou et al., 2011;
Feng et al., 2010; Ueda et al., 2010; Kim et al., 2009), encontrando desregulacion de
estas moléculas, relacionandolo con la disminucién de la expresion de genes supresores
de tumor, aumento de oncogenes y favoreciendo la aparicion de células cancerosas. Los
microRNAs juegan un papel como oncomiRNAs, al inhibir genes supresores de tumores
y la disminucion de la expresion de microRNAs supresores de tumor lleva a la expresion
descontrolada de oncogenes.

Existen diversos reportes de funcionalidad de microRNAs en el CG, se ha encontrado
que la sobreexpresion de miR-181a en células de CG SGC-7901, reprime la expresion del
gen supresor de tumor KLF6, promoviendo la proliferacion, la formacion de colonias, la
invasion y la inhibicion de la apoptosis (Zhang et al., 2012). La pérdida de la expresion de
miR-449 lleva a la disminucion de la expresion de diversos genes supresores de tumor
como p53y p21 (Bou et al.,, 2011). Los clusteres miR-221, miR-222 y miR-106b-25 son
sobreexpresados en tejido de CG, éstos suprimen la expresion de inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas (p21, p27 y p57) (Kim et al., 2009). miR-148a tiene como blanco
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p27, la sobreexpresion de este microRNA promueve la proliferacion celular y la progresion
del ciclo celular (Guo et al., 2011). La regulacidén de las vias apoptoéticas esté regulada
por microRNAs, los miembros de la familia BCL2 forman parte de estos mecanismos. La
sobreexpresion de miR-15b, miR-16 y miR-181b reducen el nivel de BCL2 en células de
CG (Xia et al., 2008; Zhu et al., 2010). Otras investigaciones han encontrado relacion entre
SOX2 (participa en el arresto del ciclo celular) y el incremento en la expresion de miR-
126 (Otsubo et al., 2011). Se ha reportado que este microRNA posee una funcién de gen
supresor de tumor y su blanco es el RNAm p38 (CRK), que es un adaptador proteico
que participa en vias de sefalizacion que regulan a la adhesion celular, la proliferacion
y la migracién (Feng et al., 2010). Se ha propuesto una serie de microRNAs expresados
fundamentalmente desde el proceso de la tumorogénesis hasta la metastasis (Wang J. et
al., 2015).

La expresion de microRNAs en diferentes etapas del proceso de carcinogénesis,
permite suponer que es posible emplear a estas moléculas como biomarcadores, que
permitan la deteccion del CG en sus diferentes etapas (Tabla 1).

2.4 microRNAs COMO BIOMARCADORES EN PLASMA

La creciente tasa de incidencia de CG muestra que, a pesar de los esfuerzos
realizados a la fecha, existe una necesidad urgente del desarrollo de nuevos métodos
que permitan detectar este padecimiento en etapas tempranas, empleando métodos
poco invasivos y con una alta sensibilidad y especificidad. Se ha demostrado en diversos
estudios que los microRNAs son moléculas muy especificas, sensibles y altamente
estables en plasma/suero, al evadir la actividad de la RNasa (Mitchell et al., 2008), debido
a su empaquetamiento en exosomas y cuerpos apoptoticos, y su capacidad de formar
complejos con lipoproteinas y proteinas de union (Creemers et al., 2012). Aunado a esto,
como se ha descrito anteriormente, poseen diferentes patrones de expresion en tejidos
cancerosos Yy en tejidos no cancerosos, lo cual, las hace candidatos para emplearse como
biomarcadores.

Investigaciones anteriores han postulado diferentes microRNAs como candidatos
a biomarcadores para la deteccion de CG. Li y colaboradores (2012) describieron a miR-
223, miR-21 y miR-218 como participantes en el proceso de tumorigénesis y metastasis.
Reportaron que miR-223 y miR-21 tienen niveles de expresion al alza (sobreexpresados)
en plasmas de pacientes con CG versus individuos sanos, y que miR-218 tiene un nivel de
expresion a la baja (subexpresado) que los plasmas controles, lo anterior con significancia
estadistica. Sin embargo, estos resultados son dependientes de la etapa cancerosa y de
la infeccion previa con H. pylori (Li et al., 2012). Gorur y colaboradores (2013) realizaron
el analisis del perfil de expresion de 740 microRNAs; ellos reportaron a miR-195-5p
subexpresado en las muestras de suero analizadas. Song et al., (2012) encontraron 16
microRNAs sobreexpresados en muestras de sueros de 86 pacientes con CG. Después
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de las pruebas de validacion propusieron a miR-221, miR-376c y miR-744 como posibles
biomarcadores. Saliminejad et al. (2022) sugirieron un panel de miR18a/21/125b circulante
como un biomarcador potencial para la deteccion temprana de GC. Al realizar el andlisis de

21 estudios realizados en muestras de plasma y suero de pacientes con CG en diferentes

poblaciones, Wang R. y colaboradores

microRNA Muestra Perfil de expresion  Blancos Datos experimentales Funcion
moleculares
miR-17, miR- Tejido con CG, suero Sobreexpresado Rb, PTEN Aumenta la Oncogén
18a/b, miR-20b, y plasma tumorigenicidad
miR- 340, miR-
421, miR-658 y
miR-17-5p
miR-19a Tejido con CG, suero  Sobreexpresado Rb, PTEN, Aumenta la Oncogén
y plasma SOCS1 tumorigenicidad y
aumenta la proliferacion
celular
miR-17-5p Tejido con CG, Sobreexpresado - Aumenta la Oncogén
suero y plasma tumorigenicidad
miR-21 Tejido con CG, Sobreexpresado RB, PTEN, Promotor de tumor, Oncogén
linea celular, suero, PDCD4, invasion, metastasis,
plasmay jugo TPM1,BTG2 inhibicién de apoptosis,
géstrico diagnostico y mal
pronostico
miR-106 a/b Tejido con CG, Sobreexpresado Rb, PTEN, Inhibicién de apoptosis, Oncogén
suero, plasma y jugo Fas diagnéstico y mal
gastrico pronostico
Familia let-7 Tejido con CG, Subexpresado RAS, Inhibicion de la Supresor
linea celular, sueroy HMGA2, proliferacioncelular, de
plasma MYH9 progresion del ciclo tumores
celular, invasion,
metastasis y
pronostico.
miR-375 Tejido con CG, linea  Subexpresado JAK2 Inhibe la proliferacion Supresor

celular, suero
y plasma

celular,induce apoptosis  de
y diagnéstico

tumores

CG: cancer gastrico.

Tabla 1. microRNAs con funcién oncogénica y supresora de tumor en plasma, suero y tejidos con
cancer gastrico.

propusieron diferentes microRNAs como probables biomarcadores. Ademas, al
evaluar la especificidad y sensibilidad de los ensayos concluyeron que los microRNAs
circulantes en plasma representaban un buen blanco de deteccion en diferentes tipos
de céanceres gastrointestinales, y que los ensayos de microRNAs basados en plasmas
mostraban una mayor precision comparando con aquellos ensayos realizados en sueros
(Wang R. et al., 2014) (Tabla 2).
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microRNAs Localizacion Numero de Edad promedio

casos/controles (afos)
miR-106b, -20a, -221 China 90/90 46.2/46.1
miR-122, -192 China 36/36 56/59
miR-451, -486 Japén 56/30 66/ND
miR-223, -21, -218 China 60/60 54/51
miR-199a-3p, -151-5p China 180/80 58.1/58.9
miR-27a, -181b China 46/21 58.8/57
miR-203, -146b-5p, -192 Ameérica 10/30 55.8/51.9
miR-106b Japén 69/30 ND/ND
miR-200c Espafa 52/15 65.9/65.3
miR-16, -25, -92a, -451, -468-  China 40/40 53.8/53.5
5p
miR-191, -27a China 48/27 61.2/55.4

ND: sin dato (Tomado y modificado de Wang R. et al., 2014)

Tabla 2. microRNAs detectados en muestras de plasma de pacientes con cancer gastrico propuestos
como biomarcadores.

2.§ REDES DE INTERACCION EN EL ESTUDIO DE microRNAs Y CANCER
GASTRICO

El cancer es un padecimiento heterogéneo y complejo con variacion en los procesos
celulares; incluso, entre tumores independientes. Por lo que, el establecimiento de vias que
se encuentren afectadas en esta neoplasia es compleja, lo que ha llevado a la biologia de
sistemas para el establecimiento y andlisis de interacciones (Prasasya et al., 2011).

Se sabe de la participacion de los microRNAs en el CG (Bou et al., 2011; Feng et al.,
2010; Ueda et al., 2010; Kim et al., 2009); sin embargo, las interacciones que se presentan
entre microRNAs y sus RNAm blancos no se conocen detalladamente. Los microRNAs
suelen tener mas de un RNAm blanco y controlan diferentes procesos celulares (Munker &
Calin, 2011; Volinia et al., 2006; Lu et al., 2005). Por lo que, es necesario establecer redes
de interacciones que permitan entender las alteraciones moleculares en este padecimiento.

Empleando herramientas bioinformaticas como la construccion de redes de
interaccion, se ha encontrado la participacion activa de diversos microRNAs en procesos
celulares en el CG, entre ellos la regulacion de la proliferacion tumoral y metéastasis,
donde diversos microRNAs se han encontrado interactuando entre ellos o controlando
de manera cooperativa la expresion de diversos genes involucrados en la progresion de
este padecimiento (Tseng et al., 2011), y la vinculacién de microRNAs especificos en el
desarrollo de la cascada precancerosa. Se reportd que la infeccion por H. pylori afecta la
expresion del RNA no codificantes en multiples niveles, como polimorfismos genéticos y vias
de sefalizacion, promoviendo o inhibiendo asi la progresion tumoral o la quimiorresistencia
(Wang C. et al., 2021).
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Se han reportado diversos microRNAs que pueden tener un papel como marcadores
para la deteccidén temprana del CG empleando el plasma de pacientes. Sin embargo, a la
fecha no se cuenta con un set universal de microRNAs que pudiera ser empleado para la
deteccion del CG. Por lo anterior, se requiere continuar con las investigaciones y aterrizar
los hallazgos dentro de la biologia del cancer de una manera coherente y plausible (Suarez-
Arriaga et al., 2017).
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RESUMEN—EI objetivo de este trabajo fue
obtener los biosurfactantes de naturaleza
lipopeptidica producidos por la bacteria
Bacillus mojavensis 'y determinar la
actividad antifingica contra Colletotrichum
gloeosporioides Penz & Sacc var.

Data de aceite: 02/10/2023

minor Simmonds. El extracto crudo en
presencia de 10° conidios/mL del hongo
Colletotrichum gloeosporioides no presentd
inhibicion, pero el extracto semipurificado
obtenido con sulfato de amonio alcanzé
una concentracion minima inhibitoria de
12.5 pg/mL. En conclusion, el método
6ptimo para la extraccion del biosurfactante
fue el sulfato de amonio al 40% siendo
el metanol un solvente adecuado para
semipurificar y obtener una concentracion
minima inhibitoria de 25 pg/mL contra C.
gloeosporioides.

PALABRAS CLAVE —biosurfactantes,
lipopéptidos, Bacillus mojavensis,
Colletotrichum gloeosporioides.

INTRODUCCION

Los microorganismos marinos han
desarrollado capacidades metabdlicas y
fisiologicas particulares para adaptarse a
habitats extremos y en respuesta producen
metabolitos que generalmente no se
expresan en los microorganismos de origen
terrestre. Por tal motivo, el habitat marino
es una fuente potencial para la busqueda
de nuevos compuestos como antibioticos,
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antioxidantes, bioemulsificantes, biosurfactantes, enzimas, farmacos, surfactantes
anibnicos, vitaminas y otros compuestos de importancia comercial (Sarubbo et al 2022 y
Satpute et al., 2010). Los surfactantes sintéticos han generado, en el 2008, un crecimiento
en el mercado de 13 millones de toneladas a nivel mundial equivalente a 23.9 billones de
dolares, en tanto que en el 2009 aumentd un 2 % y se espera que para el 2025 aumente
del 3 al 5 % mas (Mordor 2022 y Reznick et al., 2010). Sin embargo, estos surfactantes
son derivados del petréleo, por lo que existe un gran interés en la busqueda y aplicacion
de compuestos marinos bioactivos ,como los biosurfactantes, que son de gran importancia,
debido a su diversidad estructural y funcional asi como sus multiples propiedades, tales
como su actividad antimicrobiana y antiviral, agentes de biocontrol de enfermedades de
plantas, alta biodegradabilidad y selectividad, baja toxicidad, compatibilidad con el medio
ambiente, detergencia, dispersion, emulsificacion, especificos en condiciones de altas
temperaturas, pH y salinidad, formacion de espuma, humectacioén y solubilizacién de
compuestos hidréfobos. (Nawazish 2022, Perfumo et al., 2010, Tapati y Dabashis, 2022,).
Otra ventaja que presentan los biosurfactantes es que son obtenidos mediante procesos
de fermentacion microbiana, donde se pueden utilizar sustratos econémicos y controlar las
condiciones de cultivo (Desai y Banat, 1997).

Los biosurfactantes, producidos por una amplia variedad de microorganismos se
clasifican por su composicion quimica en: a) compuestos de alto peso molecular constituidos
por polisacéridos, lipopolisacéaridos, lipoproteinas, entre otros y b) compuestos de bajo
peso molecular como los glicolipidos, polipéptidos, lipopéptidos, entre otros (Ekambaram
et al 2022; Smyth et al., 2010). Los lipopéptidos producidos por el género Bacillus han
sido estudiados por el amplio espectro de actividad antimicrobiana, y especialmente por su
actividad antifungica (Banat et al., 2010). Este es el caso de los lipopéptidos pertenecientes
a la familia de las iturinas que presentan notable actividad hemolitica y antifungica in
vitro. Por otra parte, las fengicinas aunque no poseen alta actividad hemolitica como las
surfactinas e iturinas, si presentan una buena actividad antifingica (Ongena y Jacques,
2007).

Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antifungica contra
Colletotrichum gloeosporioides Penz & Sacc var. minor Simmonds del o los lipopéptido (s)
aislado(s) y purificado(s) del cultivo de la bacteria marina Bacillus mojavensis (MC3B-22).

DESCRIPCION DEL METODO

Microorganismo

La cepa antagonista B. mojavensis (MC3B-22) utilizada en este trabajo, se
encuentra conservada en ultracongelacién a —80°C en la Coleccién de Cultivos Microbianos
Ambientales (CCMA) del Departamento de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia
(DEMAB).
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Medio y condiciones de cultivo

Se realiz6 un pre-cultivo de 24 horas de la cepa B. mojavensis (MC3B-22) en caldo
Luria Bertani Miller (Fluka) suplementado sales marinas (Sigma) (LBMSM) a 25°C, 140
rpm y luz constante. Transcurrido el tiempo, el pre-cultivo se ajustd a una densidad éptica
(DO) de 3 a 520 nm. Diez mililitros del pre-cultivo, previamente ajustado, fue inoculado en
matraces Erlenmeyer blafeados conteniendo el caldo Luria Bertani Miller. Las condiciones
que se establecieron para el cultivo fueron las mismas que se usaron para la realizacion
del pre-indculo. El tiempo de fermentacion para la obtencion maxima del extracto crudo fue
de 84 horas. Posteriormente, se procedié a obtener el sobrenadante libre de células (SLC)
mediante centrifugacion (Ultracentrifuga Eppendorf 5810-R) del medio de cultivo a 4000
rpm a 4°C y se filtr6 con membranas Millipore de 0.45 um (Durén, 2010).
Métodos de extraccion del biosurfactante

Extraccion acida: el SLC fue ajustado a un pH acido con HCI 6 M y se dej6 reposar
toda la noche a 4°C para la precipitacion completa del biosurfactante. Posteriormente, se
centrifugd a 4000 rpm durante 45 minutos a 4°C y se colect6 el precipitado. El precipitado
se resuspendi6 en agua basificada para después ser congelado y liofilizado (Labconco). Se
obtuvo el rendimiento con respecto al volumen del medio y se expresé en gr/L.

Extraccion con sulfato de amonio: El SLC enfriado a (4-5°C) y en agitacion lenta se
le agregd sulfato de amonio, hasta obtener una concentracion final del 40%. La extraccion
se mantuvo en refrigeracion y agitacion durante toda la noche. Horas después se centrifugd
a 4000 rpm durante 3 minutos y el paquete se suspendi6 en 5 mL de agua, fue congelado y
liofilizado. Se estimé el rendimiento con respecto al volumen del medio y se expreso en g/L.
Semipurificacién de los extractos crudos

A una parte de los extractos crudos obtenidos de los diferentes métodos de
extraccion se le agregd metanol puro y la fraccion metanolica obtenida fue transferida a otro

vial, previamente pesado, para determinar el rendimiento de los extractos semipurificados.

Ensayo de la actividad biosurfactante: técnica de la gota colapsada (GC).

Tres tapas de microplacas de poliestireno (12.7 x 8.5 cm) de 96 micropozos fueron
lavadas tres veces con agua caliente, etanol 96% y agua destilada, y se dejaron secar.
Posteriormente a cada placa se le deposité 2 yL de aceite mineral y se dejo reposar durante
24 horas con la finalidad de que el aceite se expanda de manera homogénea sobre la
superficie de los pozos. Transcurrido el tiempo de estabilizacion, se afiadieron 5 pL de los
extractos crudos y semipurificados a una concentracion de 1mg/100 pL, control positivo
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 1.84 mg/mL y control negativo DMSO-SS (50/50 v/v). El
ensayo se realiz6 tres veces por quintuplicado. Se observo en las microplacas después de
un minuto de aplicar los extractos, la forma y el tamafio de la gota, la cual se midié con un

vernier al microscopio estereoscopio. El aumento de la gota mayor a 1 mm con respecto al
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control negativo se consideré con actividad biosurfactante (Youssef et al., 2004).
Purificacion del extracto semipurificado mediante cromatografia de capa fina
Preparativa

El extracto semipurificado se disolvié en metanol hasta obtener una concentracion del
5% y se aplico 250 pL en toda la placa. La placa se eluy6 con el sistema nBUuOH:MeOH:H,O
(3:2:1), se dejoé secar y posteriormente se raspoé la silica gel en la zona del Rf donde se
observo actividad hemolitica. Todo el raspado se depositd en un vaso de precipitado con
50 mL de cloroformo: metanol (CHCI,:MeOH), 2:1, y se dejé en agitacion en este sistema
de disolventes para la extraccion de los metabolitos de la silica. La mezcla se filtr6 para
separar la silica y el solvente se concentrd a presion reducida con rotaevaporador. El
exceso del solvente se dejo secar y se determind su rendimiento que se expresé en mg/mL
(Satpute et al., 2010 ).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria por el método de
microdilucién

Para este ensayo se obtuvo una suspensiéon de conidios a 3.5 X 10° conidios/mL de
C. gloeosporioides (ATCC 42374) en medio RPMI 1640 con L-glutamina, sin bicarbonato y
suplementado con 165 mM de acido 3-(n-morfolino)-propanosulfénico (MOPS) y se ajusto
a pH 7.0. El ensayo se realiz6 en microplaca estéril de 96 pozos.

Las fracciones semipurificadas se disolvieron en DMSO-SS a una concentracion final
de 4 mg/mL. Fueron transferidos 10 pyL (40 pg) al primer pozo que previamente contenia
190 pL del medio RPMI 1640, se mezcld cuidadosamente hasta obtener una suspension
homogénea y se transfirié6 100 pL al siguiente pozo que contenia 100 pL del medio RPMI
1640, y asi sucesivamente hasta el pozo 12. De esta manera, se obtuvieron las diluciones
dobles seriadas. Después, todos los pozos se inocularon con 100 pL de la suspensiéon de
conidios. El ensayo se realiz6 por triplicado y la microplaca se incub6 a 25°C durante 48
horas.

RESULTADOS

En este trabajo de investigacion se usaron 2 metodologias de extraccion de
biosurfactantes: extraccion acida y con sulfato de amonio. Estas técnicas permitieron
establecer que la extraccion con sulfato de amonio fue el que extrajo la mayor cantidad
de biosurfactantes con un rendimiento de 3.1243 g/L en comparacion con los métodos de
precipitacion &cida (0.3173 g/L)

La confirmacion de la naturaleza surfactante de cada extracto se realiz6 mediante
el ensayo de la gota colapsada observandose un incremento de la gota en los extractos
semipurificados como se visualizan en la Figura 1 y hemolisis (Dehghan-Noudeh et al.,
2005; Youssef et al., 2004).
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DMSO: Solucion Salina DMSO: Solucion salina

Brbvasan e Semipurificacion extraccion acida

Extraccion con sulfato de Semipurificacion sulfato de amonio

amonio

Dodecil Sulfato de Sodio Dodecil Sulfato de Sodio

Figura 1 Actividad biosurfactante de los extractos crudos y semipurificados.

La determinacion de los metabolitos activos se determind mediante cromatografia
de capa fina y bioautografia hemolitica esta metodologia permitié localizar a las 12
horas de incubacion el Rf que corresponde a las zonas con actividad hemolitica de los
extractos. Simultdneamente a este ensayo, se corri6 otra placa para revelar con ninhidrina
la cual evidenci6 la presencia de péptidos, ademas de sulfato cuprico en acido fosférico
para revelar la presencia de lipidos (Figura 2). De esta manera se pudo comparar, que la
actividad hemolitica corresponde al mismo Rf, donde se revela la naturaleza lipopeptidica
del biosurfactante de los extractos prepurificados.

Rr0.77 Re 0.77

Figura 2 Seleccion de la zona para purificacion por CCFP:(A) revelado con ninhidrina y (B) CCF-BH.

La determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y observacién en
microscopio invertido e interpretacion mediante la escala numérica de la NCCLS mostraron
los siguientes resultados: Ninguna de las concentraciones evaluadas del extracto TJSA
inhibieron el crecimiento del hongo, por lo tanto, la CMI corresponde a un valor superior
a 100 pg/mL. Estos valores altos pueden estar asociados a la presencia de impurezas
presentes en el extracto crudo. Esto se hizo evidente cuando se evalu6 el extracto crudo,
ya que no se observo germinacion de los conidios de C. gloesoporioides ATCC 42327 a una
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concentracion de 12.5 pyg/mL. Estos resultados, demuestran la sensibilidad que presenta
este patdgeno contra este antifungico.

Como conclusiones podemos mencionar que se determind como método Optimo
para la extraccion del biosurfactante producido por la B. mojavensis fue el de precipitacion
con sulfato de amonio al 40%, el biosurfactante es de naturaleza lipopéptidica y el metanol
resulté fue un adecuado solvente para la semipurificacion ya que el lipopéptido se mantuvo
en esta fraccion aumentando la actividad hemolitica y antifungica. Después de sucesivas
purificaciones el rendimiento total obtenido mediante cromatografia de capa fina preparativa
fue de 92.5 mg/Ly la concentracion minima inhibitoria del extracto purificado fue de 25 ug/
mL contra C. gloeosporioides.

REFERENCIAS

Banat IM, Franzetti A, Gandolfi |, Bestetti G, Martinotti MG, Fracchia L, Smyth TJ, Marchant R (2010)
Microbial biosurfactants production, applications and future potential. Applied Microbiology and
Biotechnology, 87: 427-444.

Dehghan-Noudeh G, Housaindokht M, Fazly Bazzaz BS (2005) Isolation, characterization, and
investigation of surface and hemolytic activities of a lipopeptide biosurfactante produced by Bacillus
subtilis ATCC 6633. The Journal of Microbiology, 3: 272-276.

Desai JD, Banat IM (1997) Microbial production of surfactants and their commercial potential.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 61: 47-64.

Duran-Reyes D (2010) Evaluacion y caracterizacién de un biosurfactante producido por Bacillus
mojavensis con actividad antifingica contra Colletotrichum gloeosporioides. Tesis de licenciatura,
Universidad Autbnoma de Campeche. pp. 73.

Ekambaram G, Palanisamy P, Natchimuthu K, Sunita V, Mukesh K, Balasumbramani R (2022)
Biosurfactants: potential and eco-friendly material for sustainable agriculture and environmental safety
-a review.Agronomy, 12: 1-35.

Mordor Intelligence (Mercado de Surfactantes Especiales: crecimiento, tendencias, impacto de Covid
19 y pronésticos 2022-2027). https://www.mordorintelligence.com/es/industry-reports/specialty-
surfactants-market.

Nawazish A, Zhengjun P, Fenghuan W, Baocai X, Hesham R (2022). Lipopeptide biosurfactants from
Bacillus spp: yypes, production, biological activities, and applications in food. Journal of Food Quality,
2022:1-19.

Ongena M, Jacques P (2007) Bacillus lipopeptides: versatile weapons for plant disease biocontrol.
Trends in Microbiology, 16: 115-125.

Perfumo A, Smyth TJP, Marchant R, Banat IM (2010) Production and roles of a biosurfactant and
bioemulsifiers in accessing hydrophobic substrates En: Timmis KN, (Ed), Handbook of hydrocarbon and
lipid microbiology Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Northern Ireland, UK, pp. 1502-1512.

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 2

21


https://www.mordorintelligence.com/es/industry-reports/specialty-surfactants-market
https://www.mordorintelligence.com/es/industry-reports/specialty-surfactants-market

Reznik GO, Vishwanath P, Pynn MA, Sitnik JM, Todd JJ, Wu J, Jiang Y, Keenan BG, Castle AB, Haskell
RF, Smith TF, Somasundaran P, Jarrell KA (2010) Use of sustainable chemistry to produce an acyl
amino acid surfactant. Applied Microbiology and Biotechnology, 86: 1387-1397.

Sarubbo LA, Silva M de G, Durval IJ, Bezerra KG, Ribeiro B, Silva I, Twigg MS, Banat IM (2022)
Biosurfactants: production, properties, applications, rends, and general perspectives. Biochemical
Engineering Journal, 181. DOI: https://doi.org/10.1016/j.bej.2022.108377.

Satpute SK, Banat IM, Dhakephalkar PK, Banpurkar AG, Chopade BA (2010) Biosurfactants,
bioemulsifiers and exopolysaccharides from marine microorganisms. Biotechnology Advances, 28: 436-
450.

Smyth TJP, Perfumo A, McClean S, Marchant R, Banat IM (2010) Isolation an analysis of lipopeptides
and high molecular weight biosurfactants. En: Timmis KN, (Ed), Handbook of hydrocarbon and lipid
microbiology. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Northern Ireland, UK, pp. 3689-3703.

Tapati M, Debashis B (2022) Biosurfactants: the potential green surfactants in the 21st century. Journal
of Advanced Scientific Research, 13: 97-106.

Youssef NH, Duncan KE, Nagle DP, Savage KN, Knapp RM, Mclnerney MJ (2004) Comparison of
methods to detect biosurfactant production by diverse microorganisms. Journal of Microbiological
Methods, 56: 339-347

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 2

22


https://doi.org/10.1016/j.bej.2022.108377

CAPITULO 3

CONTRIBUCION A LA BIOLOGIA DE Sarda
chiliensis chiliensis (CUVIER, 1832), PARA EL
DESARROLLO DE LA ACUICULTURA EN EL NORTE
DE CHILE
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RESUMEN: La viabilidad biologica del
cultivo de cualquier especie marina
comienza con el establecimiento de una
poblacién reproductora inicial para obtener
huevos, larvas y juveniles. Los peces
fueron capturados en estado salvaje y
acondicionados al cautiverio durante mas de
1 afio en un sistemade recirculacién acuicola
terrestre marina de 75 mé. A los 14 meses
bajo cautiverio, los peces comenzaron
a desovar. Se recogieron huevos, para
describir algunas fases de desarrollo,
estos se colocaron en incubadoras a 20
°C, y al tercer dia eclosionaron los huevos
de tipo telolecitos translucidos, tiempo
comparativamente mas largo que el
registrado para el bonito del Atlantico Sarda
sarday el bonito del Pacifico oriental Sarda
chiliensis lineolata. Por Ultimo, y de acuerdo
con las caracteristicas morfologicas y
morfométricas de las larvas observadas,
en esta investigacion se describieron

Data de aceite: 02/10/2023

seis estadios postembrionarios: estadios
larvarios 1 a 4, prejuvenil y juvenil. Cabe
mencionar que estos son los primeros
trabajos que describe: a) la captura,
transporte y aclimatacion en cautiverio de
una poblacion reproductiva de bonito del
Pacifico silvestre en Chile b) desarrollo
embrionario  realizados con  huevos
desovados de forma natural de Sarda
chiliensis chiliensis y c) la determinacion
de los seis estadios larvarios del bonito del
pacifico sur oriental.

PALABRAS CLAVE: Acondicionamiento,
desove, embriologia, larvas, bonito

CONTRIBUTION TO THE
BIOLOGY OF Sarda chiliensis
chiliensis (CUVIER, 1832), FOR
THE DEVELOPMENT OF OF
AQUACULTURE IN NORTHERN
CHILE

ABSTRACT: The biological viability of
culture of any marine species begins with
the establishment of an initial broodstock
to obtain eggs, larvae and juveniles. The
fish were wild-caught and conditioned to
captivity for over 1 year in a 75 m3 marine
terrestrial aquaculture recirculation system.
At 14 months in captivity, the fish began
to spawn. Eggs were collected to describe
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some developmental stages, placed in incubators at 20 °C, and on the third day, translucent
telolecists hatched, a comparatively longer time than that recorded for the Atlantic bonito
Sarda sarda and the eastern Pacific bonito Sarda chiliensis lineolata. Finally, and according
to the morphological and morphometric characteristics of the larvae observed, six post-
embryonic stages were described in this research: larval stages 1 to 4, prejuvenile and
juvenile. It is worth mentioning that these are the first works that describe: a) the capture,
transport and acclimatization in captivity of a reproductive population of wild Pacific bonito in
Chile b) embryonic development carried out with naturally spawned eggs of Sarda chiliensis
chiliensis and c) the determination of the six larval stages of the southeastern Pacific bonito.

KEYWORDS: Conditioning, spawning, embryology, larvae, bonito.

PRIMERA PARTE: ANTECEDENTES GENERALES DE Sarda chiliensis
chiliensis

INTRODUCCION

La Acuicultura de peces marinos ha llamado considerablemente la atencion de los
paises, principalmente latinoamericano, entregando un auspicioso panorama en las Ultimas
décadas. Lo dicho anteriormente radica debido al desarrollo y optimizacién de la tecnologia
de cultivo en jaulas, asi como también a las mejoras de los métodos de produccion de
juveniles, lo que ha multiplicado los cultivos de orientacidon comercial, debido al nimero de
especies. A esto se suma el gran valor que posee el mercado mundial con los productos
extraidos de especies marinas, particularmente de aquellas de carne blanca.

Los avances cientificos a nivel mundial en los ultimos 50 afios, han permitido mejorar
en gran medida los conocimientos acerca del funcionamiento de los ecosistemas acuaticos,
asi como la conciencia mundial de la necesidad de gestionarlos de forma sostenible (FAO,
2020).

Las ventajas que posee Chile comparativamente son numerosas en areas de la
acuicultura, respecto a otros paises, particularmente, para el cultivo de especies marinas.
Muchas universidades y empresas privadas a través de diferentes proyectos, proponen
impulsar continuamente la cria de peces nativos marinos, con el objetivo de contribuir a
nuevas oportunidades de negocio con un alto impacto potencial en términos econémicos,
orientado principalmente a la exportacién de productos de alto valor, como también a
generar oportunidades para fortalecer la actividad productiva del sector pesquero artesanal
chileno, que se ha visto seriamente deteriorado en los Ultimos afos, producto del colapso
de las principales pesquerias. Desde esta perspectiva las diferentes investigaciones
plasmadas en este capitulo, proponen un fuerte potencial de impacto social, que permitira
a entidades gubernamentales de nuestro territorio poder diversificar la acuicultura chilena.

La metodologia de las investigaciones planteadas, estan basada en antecedentes
generales de la especie, ademas de informacién relativa al cultivo de peces marinos de
caracteristicas similares, como lo es para Sarda sarda principalmente realizada en Espana,
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el cual a través de proyectos con atunes han podido desarrollar y conocer aun mas esta
especie. Un aporte importante consiste en la experiencia que posee Chile en la acuicultura,
que brinda conocimientos avanzados para esta area, el cual facilita nuevas metodologias
de trabajo en el desarrollo de nuevas especies a cultivar.

De esta forma, estas investigaciones, contribuiran a impulsar y fortalecer la
diversificacion de la acuicultura en la zona norte de Chile mediante el cultivo de una especie

nativa como lo es Sarda chiliensis chiliensis.

DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Sarda chiliensis chiliensis (Fig. 1) se caracteriza por poseer un cuerpo esbelto y
alargado, algo comprimido y moderadamente robusto (Méndez-Abarca & Pepe-Victoriano,
2020). Dientes de la mandibula superior de 18 a 30, en mandibula inferior de 14 a 25.
Primera aleta dorsal con 17 a 19 espinas, aleta anal presenta de 12 a 15 radios y aleta
pectoral de 22 a 26 radios (Arana, 2012). Cuerpo de color azul oscuro con brillos metalicos
y con 5 a 9 franjas oscuras que se orientan de dorsal a ventral en forma oblicua. Al costado
y en el vientre son plateados y tiene aletas dorsales, levemente separadas. El cuerpo esta
cubierto por pequefias escamas de tipo cicloide, poco visibles, excepto en la region de la
cabeza y el corselete. Por detras de la segunda aleta dorsal y anal presenta pequefas
aletillas. El peddnculo caudal es angosto, con dos pequenas quillas a cada lado y ademas
otra quilla mediana de mayor tamano entre ellas a cada lado. Estos especimenes puede
alcanzar un peso de 5,5 kg y una longitud de 1 m. Se caracteriza por tener una boca
grande, con dientes conicos, asi como por sus ojos grandes y redondos (Mann, 1954). Los
bonitos se desplazan en grandes cardimenes y necesitan nadar continuamente dado que
carecen de vejiga natatoria. (Chirichigno, 1980).

Figura 1.- Ejemplar de Sarda chiliensis chiliensis (Pepe-Victoriano et al., 2021a)

El género Sarda, es miembro de la familia de Scombridae, es un pez de aguas
templadas y tropicales, especie epipelagica neritica, o sea, que vive en profundidades
medias y nada formando grandes cardimenes que se acercan a la costa sélo en primavera
(Mann, 1954) actualmente ha tenido una variada aceptacion en el mercado mundial.

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 3

25



NOMBRES LOCALES

Chile
Espafia
Colombia
México
Perl

Suiza

USA
Rusia

DISTRIBUCION

Sarda chiliensis se encuentra solo en el pacifico este (Collette & Chao, 1975). Su
alcance geografico es separada en un Norte y en un Sur por una poblacion tropical de Sarda
orientalis, al norte la subespecie Sarda Chiliensis lineolata (Girard 1858) se encuentra a
partir de las costas de Alaska (60°16°N,145° 32"W) hasta el sur de Cabo San Lucas en la
punta de Baja California (22 °20°N, 112 ° 27°0) y en las islas Revillagigeo (Fig. 2). Al sur
la subespecie Sarda chiliensis chiliensis esta presente de Mancora, Perq, justo al sur del

: Bonito, Mono
: Bonito
: Bonito
: Bonito

Monito, Mono
: Chilensk Boni
: Pacific bonito

: Chilijskaya pelamida, Vostochnaya pelamida

: Aguadito, Bonito, Cerrajon, Chaucha, Chauchilla, Monillo,

Golfo de Guayaquil hacia el sur, llegando hasta Talcahuano, Chile (Yoshida, 1980).

L

Figura 2.- Mapa de distribucion Sarda chiliensis chiliensis (extraido de www.fao.org).

De este género se reconocen cuatro especies: Sarda australis, Sarda chiliensis,
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Sarda orientalis y Sarda sarda (Collette & Chao, 1975).

ECOLOGIA TROFICA

Los peces representan importantes depredadores en los ecosistemas acuaticos,
ya que son capaces de alimentarse de la mayoria de las comunidades y de los recursos
disponibles en el sistema (Vander-Zanden & Vadeboncoeur, 2002). Debido a que son
organismos moviles con tiempos generacionales y tamafos corporales relativamente
grandes, los peces suelen conectar a través de su alimentacion zonas litorales, bentonicas
y pelagicas (Jeppesen et al., 1997; Schindler & Scheurell, 2002; Pace et al., 2004) e
incluso comunidades espacialmente distantes (Dolson et al.,, 2009; Massol et al., 2011).
Asimismo, a través de la alimentacién son capaces de provocar fuertes efectos en cascada
sobre niveles tréficos inferiores (Carpenter & Kitchel, 1993; Lévgren & Persson, 2002).
De esta manera, pueden afectar directa o indirectamente la mayoria de los componentes
del ecosistema, acoplarlos y promover cambios en los ciclos de nutrientes y la dinamica
energética (Polis & Strong, 1996; Motta & Uieda, 2005; Knight et al., 2005; 2006). En este
contexto resulta fundamental conocer el rol de los peces en los ecosistemas acuaticos,
particularmente considerando que muchas especies se estan perdiendo en un alto nimero
de ecosistemas (Olden et al., 2007). La caracterizacion de los habitos alimentarios de la
comunidad icticola representa un abordaje basico para avanzar en la comprension de su
papel en la estructura y funcionamiento de la diversidad biologica (Winemiller, 1990).

El estudio de la ecologia tréfica es necesario para entender la biologia y la ecologia
de los organismos, y el alimento es uno de los factores mas importantes e influyentes
(Wohler & Sanchez 1994).

El estudio del contenido estomacal es una forma comun de investigacion de las
cadenas alimentarias de una comunidad biol6gica marina (Berg, 1979), que permite
obtener informacion valiosa acerca del rol de las especies dentro de un ecosistema (Heupel
& Bennett, 1998), a través del conocimiento del tipo de especies que consumen, de sus

preferencias y del efecto de sus habitos alimentarios sobre el resto de la comunidad.

ALIMENTACION

En Chile, las primeras investigaciones sobre la alimentacion de peces se efectuaron
en especies demersales, pelagicas, submareales, intermareales, etc., donde en su gran
mayoria han sido dirigidas al conocimiento de las especies que son importantes en las
pesquerias (Silva & Stuardo, 1985; Flores & Rojas, 1987; Garcia & Chong, 2002; Medina
& Arancibia, 2002).

Magnuson & Heytz (1971) examinaron los habitos alimentarios de los peces
escombridos, sefalando que existe selectividad, en término del tamafo del alimento.

Sugieren que los predadores mas grandes han reducido su capacidad para capturar
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presas pequefas (crustaceos), esto debido a una relativamente grande abertura entre las
branquispinas. Entre los escémbridos del mismo tamano, Sarda chiliensis lineolatay Sarda
orientalis tienen la mas grande abertura de branquias (1,8 — 3,3 mm).

Un estudio realizado a un total de 1.498 estémagos de Sarda chiliensis lineolata, fue
efectuado por Pinkas (1971), mostrando claramente que la anchoveta del norte Engraulis
mordax, fue el mayor componente (75,9 % en volumen) seguido por el calamar comun,
Loligo opalescens (18,0 % en volumen). El resto estuvo constituido por peces varios y unos
pocos crustaceos.

Un estudio realizado por el instituto del mar del Perd (2007) concluye que la
alimentacion de Sarda chiliensis chiliensis en la zona del Callao-Per(, la ingesta de pejerrey,
y en una menor proporcion la anchoveta, se encuentran en ejemplares menores a 36 cm; a
diferencia de los de mayor talla quienes se alimentaron fundamentalmente de anchovetas,
durante el periodo de otofio-primavera.

Recientes estudios sobre la alimentacion de Sarda chiliensis chiliensis realizadas en
el norte de chile y sur del Peru, fueron los realizados por Medina & Araya (2019) y Pepe-
Victoriano et al., (2022a) el cual este ultimo, analizé un total de 1404 estbmagos encontrando
una predominancia de Pleuroncodes monodony Engraulis ringens, concluyendo que podria

ser una especie generalista.

PESCA Y PRODUCCION

En California, el bonito del pacifico oriental es capturado comercialmente por los
barcos pesqueros, pero mayormente por pesca de barcos privados, (Yoshida, 1980). A
mediados de los afos sesenta, la pesqueria chilena del bonito, entre Iquique y Antofagasta
se expandid, en una actividad casi totalmente artesanal con redes de mallas y de cerco
flotante, pero es una forma pequena para la operacién industrial de bonito, donde Chile esta
especializado en la pesca de atun (Yoshida, 1980). Los desembarques de la subespecie del
norte (S. c¢. lineolata) en California y México han fluctuado mucho en los ultimos 50 afos
a partir de menos de 1.000 toneladas métricas a cerca de 14.000 t. en los afios setenta,
el ranking en el puesto nUmero 13 (4.003 t un valor de $ 1.222.000 délares) en el total
de desembarques de California de 1976. Los desembarques del Pert de Sarda chiliensis
chiliensis, aumento6 de casi cero, en 1940 a un maximo de 110.000 toneladas anuales en los
afos sesenta, a partir de entonces fue disminuyendo hasta llegar a las 40.000 toneladas a
mediados de los afos setenta (Yoshida, 1980). Las captura en el mundo, para la especie
se redujo entre 10.219ten 1976 y 15.936 t en 1981, alcanzando 21.308 t en 1977 (Collette
& Nauen, 1983).

En Chile, la captura de Sarda chiliensis chiliensis se realiza principalmente en el
norte del pais, en las regiones de Arica y Parinacota, Tarapaca y Antofagasta, abarcado
casi el 95% de la captura total en el afo 2020 (Fig. 3a) (SERNAPESCA, 2020). Durante el
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mismo afo solo en los meses de enero y diciembre no existe captura de esta especie (Fig.
3b).

A B

No. Bonito
. @
No. Bonito

May ul  Aug  Sep
Month

Region

Figura 3.- Captura de Sarda chiliensis chiliensis en Chile.
A: Captura por region B: Captura por mes
(extraido de SERNAPESCA, 2020)

CAPTURA Y TRANSPORTE DE PECES MARINOS

Al comenzar un cultivo de peces se necesita de ejemplares para adaptarlos al
cautiverio como potenciales reproductores, los cuales deben ser capturados del medio
donde viven y asi asegurar la continuidad del cultivo (Mufioz et al., 2012), en general, estos
cultivos empiezan con la captura de juveniles (Botero & Ospina, 2002; Papandroulakis et
al., 2004; Belmonte et al., 2007; Grignon, 2010).

El cultivo de peces marinos nativos en Chile es un tema de la actualidad, dirigido
principalmente a la investigacion, donde se han capturado juveniles silvestres de Merluccius
australis (merluza del sur), Cilus gilberti (corvina), Eleginops maclovinus (rébalo), Seriolella
violacea (Cojinoba) Seriola lalandi (Palometa), Paralichthys adspersus (lenguado chileno),
Oplegnathus insignis (San Pedro), Medialuna ancietae (pez acha) y recientemente Sarda
chiliensis chiliensis (Silva & Flores, 1989; Cortes et al., 2001; Bustos & Landaeta, 2005;
Pepe-Victoriano et al., 2022b).

El transporte de los juveniles (potenciales reproductores) deben tener caracteristicas
particulares para cada especie, pero uno de los patrones generales serian: baja densidad,
peces pequefios, flujo de agua continuos en la embarcaciéon y oxigeno permanente en el
trasporte terrestre. Cumpliendo con estos requisitos podemos asegurar un transporte con
un alto porcentaje de sobrevivencia (Pepe-Victoriano et al., 2022b)

HABITAT Y BIOLOGIA

Especie epipelagica neritica, de migracion nictimeral. En aguas costeras el bonito
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habita la capa superficial mas temperada y salina del agua subantartica, en las aguas
oceanicas se encuentra asociado al agua subtropical superficial, caracterizada por
altas temperatura y salinidad. A diferencia de los adultos, los juveniles se encuentran
generalmente mas cerca de la costa. Durante los fendmenos climéaticos que incrementan
la temperatura del mar, se generan las condiciones apropiadas para que se presente en
abundancia y mas arriba de su promedio. Forma cardumenes por tamafo.

CARACTERISTICAS DE REPRODUCCION

Sarda chiliensis chiliensis alcanza su madurez sexual aproximadamente a los dos
afos de edad (Collette & Nauen, 1983).

En el hemisferio sur, el desove se produce en las aguas cercanas a la costa entre
septiembre y diciembre. En el hemisferio norte, el desove se inicia a principios de marzo, las
poblaciones del sur avanzan hacia el norte en los meses siguientes en funcion del aumento
de la temperatura. La evidencia sugiere que incluso a un afio de edad S. chiliensis lineolata
se puede encontrar en las zonas de aguas frias influenciada por los vertidos térmicos
(Collette & Nauen, 1983). En su mayoria, los bonitos maduran a principios de temporada
y tienden a vivir mas en la costa, en comparacion con los peces mas jovenes. El desove
es en lotes, y el nUmero de huevos que aporta en una temporada por una muestra de 3 kg
se ha estimado en alrededor de varios millones. La fecundidad aumenta exponencialmente
con el tamafo (Collette & Nauen, 1983).

Las cuatro especies de Sarda son usualmente heterosexuales, no existiendo
dimorfismo sexual entre machos y hembras. Tras investigaciones de Magnuson & Prescott
(1966) para S. chiliensis lineolata en cautiverio, observaron un dimorfismo sexual a
través de las caracteristicas de comportamiento del bonito, constatando que unos eran
“bamboleantes” (“wobblers”) y otros “seguidores” (“followers”). Determinando que los
“bamboleantes” eran hembras y los “seguidores” eran machos, sin embargo, Vildoso (1960)
en S. chiliensis chiliensis encuentra casos de hermafrodismo, en aguas peruanas.

En las costas de Chile las hembras de S. chiliensis chiliensis alcanzan inicialmente
la madurez sexual a una longitud de 51 cm (Barrett, 1971). Para los bonitos del Perq,
Vildoso (1960) determin6 que la talla del primer desove esta entre 47 y 53 cm Kuo (1970)
establecié que en la poblacion del Hemisferio Norte, la hembra alcanza la madurez sexual
a 51 cmy que a esta longitud el pez tiene 5 afios aproximadamente.

Aunque algunos patrones de comportamiento como la expulsién de gametos durante
una natacion en circulo hayan sido observados so6lo en S. chiliensis lineolata, se espera
que las otras especies de Sarda tengan el mismo comportamiento (Magnuson & Prescott,
1966).

La época de desove de S. chiliensis chiliensis en aguas chilenas comienza en
septiembre y tiene su maximo en octubre y noviembre, finalizando antes de abril (Barrett,
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1971). En el Pert es muy similar, con el maximo del desove extendido desde octubre hasta
febrero (Vildoso, 1960).

La mayoria de las observaciones tienden a apoyar a Klawe (1961), quien, basado
en las capturas de larvas y juveniles de S. chiliensis, ha establecido que el desove de esta
especie tiene lugar en la estacion mas calida frente a Baja California, Perd, y Norte de
Chile.

COMPOSICION NUTRICIONAL

A lo largo del mundo ha sido ampliamente reconocido que la pesca y la
acuicultura nos entregan productos que constituyen alimento importante para el mundo
entero, principalmente por su valioso aporte de nutrientes en la dieta humana (Chukwu
& Mohammed, 2009) y se les considera como uno de los alimentos méas completos por
la calidad y cantidad de nutrimentos que aporta (Izquierdo et al., 2000). Es sabido que
conforma una fuente muy alta de proteina, minerales y vitaminas esenciales de gran
valor biolégico (Astorga et al., 2007; Fuentes et al., 2009; Ozden 2010a). Ademas, por
su escaso contenido en grasas y calidad de acidos grasos, muchos estudios reportan
los efectos favorables del consumo de estos organismos para una mejor salud (Castro-
Gonzalez et al., 2007; Perea et al., 2008; Ozden 2010b)

El bonito, se encuentra dentro del grupo de pescado azul, por lo que su contenido
graso es elevado si lo comparamos con otros pescados, como los llamados magros. Posee
unos 6 g de grasa por cada 100 g de porcion comestible. Su grasa es rica en &cidos
grasos omega-3, que contribuyen a disminuir los niveles de colesterol y de triglicéridos en
la sangre, ademas de hacer la sangre mas fluida, lo que rebaja el riesgo de formacion de
coagulos o trombos (Martin, 2018).

Ademas, esta especie, al igual que los otros peces, es una buena fuente de proteinas
de muy alto valor biolégico y posee cantidades variadas de vitaminas y minerales. Entre
las vitaminas, se encuentran las del grupo B, como la B2 (mas abundante en pescados
azules) y la B9, aunque su contenido es menos relevante si se compara con otros alimentos
ricos en estos nutrientes (higado, levadura de cerveza, cereales integrales, legumbres).
Respecto a otros pescados, el bonito tiene un contenido sobresaliente de vitamina B3 y
B12, esta Gltima muy superior a muchos pescados y carnes (Martin, 2018) (Tabla 1).
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Energia (kcl) 138

Proteinas (gr) 21
Grasas (gr) 6
Hidratos de carbono (gr) 0
Hierro (mg) 1
Magnesio (mg) 28
Yodo (mg) 10
Calcio (mg) 35
Zinc (gr) 1
Colesterol (mg) 38
B2 o riboflavina (mg) 0,2
B3 o niacina (mg) 17,8
B9 o acido félico (mc g) 15
B12 (mcg) 5
Vitamina A (mcg) 40
Vitamina D (mcg) 20
Acidos grasos saturados (gr) 1,2
Acidos Grasos monoinsaturados (gr) 1,6
Acidos grasos poliinsaturados (gr) 1,4

Tabla 1.- Composicion nutricional por 100 g de porciéon comestible
(extraido de Martin, 2018)

MEDIDAS DE REGULACION

Para esta especie no existen medidas de regulacion (veda, tamafio minimo de

extraccion y cuota de captura), excepto, que no se puede destinar para harina de pescado.

SISTEMA DE PESCA

Esta especie es importante para la pesca recreativa con anzuelo y sedal que opera
desde embarcaciones privadas, muelles, embarcaderos, y desde la costa. También se
captura con redes de cerco por la flota industrial y red de enmalle por el sector artesanal.

UTILIZACION PARA CONSUMO HUMANO

La carne del bonito es rica en aceites y posee una moderada cantidad de grasa,
que se reduce al 6% en este pez, mientras que en el atun alcanza el 10%. Esta carne es
cotizada principalmente en el mercado asiatico, donde se comercializa en mayor medida
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como congelado y conserva. En Peri ademas se consume asado y al horno (Frimodt,
1995).

En las pescaderias se suele presentar entero y eviscerado en rodajas. Se llama
ventrescas a las piezas que se sacan de la zona ventral del pez. Se puede comercializar
congelado en rodajas, aunque no es muy habitual ya que el pescado azul tiene un duracion
mas corta congelado. Se puede encontrar descongelado en pescaderias, que lo venden
luego al corte. Cuando se compra en rodajas, tiene poco desperdicio, s6lo sobra la piel
y la espina, que pueden suponer el 15-25% del peso. Un bonito entero presenta mucho

desperdicio, ya que la cabeza es grande y en ese caso la parte comestible es so6lo del 58%.

POSIBLE ACUMULACION DE TOXICOS

Son peces carnivoros, por lo que pueden acumular tdxicos como por ejemplo
metales pesados. Por ello, se recomienda que las embarazadas y los nifios no hagan un
consumo abusivo de este tipo de pescados, aconsejando un consumo de tan so6lo una vez

por semana.

PARTE 2: CAPTURA, TRANSPORTE Y ACONDICIONAMIENTO DE
REPRODUCTORES DE Sarda chiliensis chiliensis

INTRODUCCION

Existen dos fuentes principales para la obtencién de los reproductores, los peces
cultivados o criados y los provenientes del medio natural con captura de ejemplares
silvestres juveniles o adultos (Silva & Oliva, 2010), estos ultimos (adultos) pueden sufrir
danos dependiendo del arte de pesca, la manipulacion y el traslado a los centros de cultivo,
lo que se traduce en incertidumbre e inestabilidad de las capturas y el estrés para los peces,
con consecuencias negativas, tales como inmunosupresion, enfermedades por patdgenos
primarios y/o secundarios, atresia gonadal, calidad de huevos, entre otros. Por lo que
generalmente la captura de juveniles es lo ideal para el comienzo en el acondicionamiento
de futuros reproductores de especies potencialmente interesantes para la acuicultura
nacional (Mufioz et al., 2012).

En el caso de los peces pelagicos, el aumento de la demanda de atunes ha
incrementado el esfuerzo de la pesca, de tal manera que algunos de estas especies estan en
peligro de sobreexplotacion, ejemplo de ésto es el atun de aleta amarilla Thunnus albacares
y la albacora Thunnus alalunga, del pacifico sur (Skillman, 1975). Como consecuencia de
lo anterior, la atencién se ha dirigido a recursos atuneros relativamente subutilizados, como
Katsuwonus pelamis (barrilete). Ademas, algunos de los atunes pequefio como los bonitos,
del género Sarda, también han tenido una mayor atencion (Yoshida, 1980).

Sin embargo, las pesquerias de bonito del Pacifico Sur estan siguiendo la misma
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tendencia de declive de las poblaciones silvestres, y a pesar de los afios de explotacion
pesquera, sus antecedentes relacionados con sus etapas embrionarias de desarrollo
temprano son lo suficientemente escasos como para poder establecer planes de gestion de
la especie en su medio natural o para generar informacién de base para su cria en sistemas
de cultivo acuicola (Pepe-Victoriano et al., 2021b)

Es sabido que el éxito en la produccién acuicola de cualquier especie implica el
conocimiento de las caracteristicas morfofisiologicas y de comportamiento de la especie en
cultivo, siendo relevante el estudio entre el desarrollo embrionario y los primeros estadios
juveniles (Gisbert et al., 2002, 2004; Botta et al., 2010; Azfar Ismail et al., 2019; Syafiq et al.,
2020; Yoshinori et al., 2020). La descripcidon del desarrollo embrionario en los peces permite
numerosas ventajas, como herramientas para la correcta gestion de los recursos acuicolas
y pesqueros (Conklin et al., 2004; Pepe-Victoriano et al., 2012; Marancik et al., 2020), para
la identificacion precisa de los ciclos vitales (Oka et al., 2020), y para el reconocimiento de
embriones y larvas en entornos naturales (Davis et al., 2020). Todo lo anterior permitird una
mejor evaluacion de las condiciones ambientales de desove de los reproductores (Pepe-
Victoriano et al., 2013), asi como generar artificialmente ambientes que puedan conducir a
una crianza saludable de las larvas y, en consecuencia, a la cria de juveniles con excelentes
indices de produccion (Alves & Moura, 1992; Celik & Sukran, 2019).

CAPTURA Y TRANSPORTE

El estrés de la captura y la manipulacion de los ejemplares pueden afectar los
parametros sanguineos, el hipotalamo y la pituitaria, con las correspondientes afectaciones
de los niveles de gonadotropina, esteroides y el cortisol en sangre (Harmon, 2009).
En cuanto al sistema reproductivo se puede presentar: atresia de los ovocitos, huevos
de menor tamafio, y en consecuencia disminucion en los parametros reproductivos
(fertilizacion, eclosion y viabilidad de las larvas). De igual manera se pueden presentar
ciertas afectaciones fisicas, como descamaciones y pérdida del mucus, lo cual incrementa
la probabilidad de infecciones que pueden llegar a provocar la muerte.

Se capturaron un total de 74 bonitos del Pacifico Sur (Fig. 4) alo largo de 22 campanas
entre noviembre de 2011 y enero de 2012, de los cuales 50 potenciales reproductores no
sobrevivieron a las condiciones utilizadas durante su transporte en tanque en el buque. Las
lesiones causadas por la captura y el traslado de los peces seleccionados fueron minimas.
Por consiguiente, no fue necesario ningun tratamiento con una solucion terapéutica para
evitar un posible aumento de la mortalidad por gestion.

El rango de supervivencia de los peces en el conjunto de las 22 campafias oscild
entre el 0% y el 100%. No hubo correlacién entre el niUmero de peces transportados en el
tanque (de 1 a 8 peces/m3) y la supervivencia de los peces. Por ejemplo, densidades de
transporte de 1 pez/m3 dieron lugar a tasas de supervivencia del 0% al 100%; 2 peces/m?
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con supervivencias entre el 0% y el 60%; 3 peces/m® entre el 33,3% y el 66,7%; 4 peces/
m? entre el 25% vy el 75%; 5 peces/m? entre el 20% y el 60%; de 5 peces/m?® entre el 20%
y el 60%; de 6 peces/m?® entre el 0% y el 33,3%. Un total del 42% de los peces capturados
fueron descartados inmediatamente debido a los dafos fisicos causados por el arte de
pesca, principalmente lesiones considerables en la boca y las branquias.

Las supervivencias de los peces capturados aumentaron a medida que la
estacionalidad transitaba del final de la primavera al verano. Las tasas de supervivencia
de las campafas de noviembre, diciembre y enero fueron del 18,1 = 14,3%, 29,5 + 15,3%
y 75,4 + 17,5%, respectivamente. Durante las campafas de pesca de bonito en el Pacifico
Sur, la temperatura del agua de mar oscil6 entre 17,1y 18,2 °C.

La densidad de transporte de peces en un vehiculo desde el muelle hasta el SRA
en tierra para el cultivo y acondicionamiento de reproductores no excedi6é de 4 a 5 peces
por tanque. El transporte de peces desde el muelle de desembarque hasta el sistema de
acuicultura de recirculacion en tierra (La Capilla, Arica) dur6 aproximadamente 5 h. No
hubo mortalidades durante este transporte.

Figura 4. Captura de ejemplares de Bonito

RECEPCION Y ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES

Los ejemplares vivos de Sarda chiliensis chiliensis que fueron transferidos al
tanque de crianza (Fig. 5) no fueron pesados para minimizar el estrés por manipulacion
y causar lesiones innecesarias. Hacia la cuarta semana, se observd que los primeros
grupos de bonitos del Pacifico Sur repoblados empezaron a aceptar el alimento formulado
comercialmente. El alimento fresco y seco diario representd hasta el 5,4% de su peso
corporal, suponiendo un peso medio estimado de 1 kg para los 24 peces repoblados al final
de la campafa de pesca.

Cuarenta y cinco dias después de la Ultima campafia de pesca, s6lo dos peces
(8,3%) murieron dentro del tanque de cria de reproductores. Al final del 13° mes en
cautividad y un mes antes del primer desove natural, la mortalidad acumulada era de 11
individuos (45,8%). Los 11 peces muertos presentaban una seccién abdominal comprimida,
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y el examen post mortem de la zona estomacal de los peces mostrd un estbmago vacio.

A

Vil

‘:.H-:

Figura 5. Esquema del sistema de recirculacion terrestre para el acondicionamiento de reproductores
de Sarda chiliensis chiliensis. 1. Tanque de cria de reproductores (60 m3). 2. 2. Tanque de
almacenamiento de agua (5 m3). 3. Bomba de 1,5 CV. 4. Filiro de arena. 5. Filtro de anillas. 6. Tanque
de biofiltracién (5 m3). 7. Bomba de 1,5 CV

CONTROL DE LA CALIDAD DEL AGUA EN EL SAR

La temperatura media y las condiciones medias de oxigeno disuelto del agua del
tanque de cria entre enero de 2012 y diciembre de 2012 fueron de 18,80 OC (SD 2,306) y
6,10 mg L-1 (SD 0,361).

Las medias de amonio, nitrito, nitrato y pH en el estanque de cria entre enero de
2012 y diciembre de 2012 fueron 0,025 mg L-1 (SD 0,996); 0,018 mg L-1 (SD 0,888); 35
mg L-1 (SD 0,326) y 6,8.

PARTE 3: DESOVE Y DESARROLLO EMBRIONARIO DE Sarda chiliensis
chiliensis

INTRODUCCION

Se ha realizado un gran esfuerzo en acondicionar y mantener reproductores en
cautiverio con vistas a producir la mejor calidad y cantidad de huevos, aunque todavia falta
una estandarizacion de métodos de varias especies, que permitan asegurar determinadas
cantidades de huevos de calidad (Pepe-Victoriano et al., 2021a) De todas formas, parece
que la fase de larva en algunas especies es la que mas problemas tiene, y aunque se
han realizado pruebas larvales y de produccion de juveniles en varias especies, éstas
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requieren de continuidad y repeticion, asi como investigaciones encaminadas a superar la

baja supervivencia larval y/o el lento crecimiento de los juveniles.

DESOVE DE REPRODUCTORES

Los bonitos del Pacifico Sur capturados en estado salvaje desovaron casi 12 meses
después de su repoblacion en el tanque de cria acondicionado. El desove espontaneo
de los peces, sin aplicacion de inductores hormonales, comenzé a principios de enero
de 2013 (verano en el hemisferio sur). El desove dur6 hasta principios de marzo (finales
de verano) del mismo afo, y se registraron al menos tres desoves semanales. El mayor
numero de huevos observado durante el periodo de desove se produjo en febrero de 2013.
La longitud total estimada de los peces repoblados (noviembre de 2011 a enero de 2012)
en el tanque de acondicionamiento fue de unos 36 cm, y a finales de marzo de 2013, era
de aproximadamente 45 cm, lo que corresponde a un crecimiento estimado en peso de 0,6
kg a 1,2 kg, respectivamente.

El rango de temperatura del agua en el SRA de los reproductores, durante los
eventos de desove natural, estuvo entre 18,6° C y 19,8° C en diciembre de 2012, entre
20,4° C y 21,2° C en enero de 2013, entre 21,5° C y 22,4° C en febrero de 2013, y entre
21,9° C y 22,9° C en marzo. La temperatura del agua de las incubadoras se mantuvo
similar, mediante intercambios diarios de agua, a la temperatura registrada en el tanque de
reproductores. Este procedimiento permite disminuir cualquier posible estrés térmico, que
podria afectar al desarrollo embrionario.

Segun la historia de la recogida de huevos, el desove de los bonitos del Pacifico
Sur debi6 producirse a primera hora de la mafiana. Los huevos recogidos de S. chiliensis
chiliensis, tras 14-16 horas de incubacioén, presentaban estadios de cuatro blastbmeros
(110-120 MPF) y una moérula avanzada (300-320 MPF).

CARACTERISTICAS DE LOS HUEVOS

Los huevos viables o fecundados producidos por Sarda chiliensis chiliensis
eran esféricos, translicidos, pelagicos, no adherentes y de tipo telolecitario debido a la
acumulacion de vitelo en el polo vegetal. Presentaban una divisidbn merobléastica discoidal
durante las primeras fases de desarrollo.

En la figura 6 se observan algunos de los estadios de desarrollo embrionario de
Sarda chiliensis chiliensis. Se caracterizaron 31 estadios de desarrollo embrionario que
se registraron durante 71,83 h (3 dias) de incubacién. La relacion entre el tiempo y el
estadio de desarrollo embrionario se obtuvo a 20,40 °C y 22,87 °C, que corresponden a
los periodos de desove de enero y marzo de 2013, teniendo una media de 21,71 °C + 0,88
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Figura 6. Etapas del desarrollo embrionario de Sarda chiliensis chiliensis: A) formacion del embrion; B)
segmentacion del embrion; y C) eclosion del huevo.

PARTE 4: DESARROLLO LARVARIO Y CULTIVO LARVAL DE Sarda chiliensis
chiliensis

INTRODUCCION

Procedimientos adecuados en la reproduccién y crianza, permiten entregar crias a
gran escala (millones de larvas por batch) para los sistemas de engorde en sus diferentes
niveles (extensivo, semi-intensivo e intensivo) y también para los otros sistemas como
estanques, jaulas, canales, raceway Yy otros (Escarcega, 2020). En efecto, resulta posible
asegurar nuevas cadenas de valor con especies que presentan valores nutricionales
altos y una importante demanda en el mercado. Esto es justamente el objetivo central de
las investigaciones publicadas recientemente por Pepe-Victoriano et al., (2021a; 2021b;
2022a; 2022b) el cual entrega conocimiento y una nueva forma de elevar las producciones
actuales de peces marinos a nivel comercial.

Actualmente existe la oportunidad de generar mas produccién de larvas de peces
marinos en estadio de alimentacién (cuando han agotado sus reservas e inician su
alimentacion natural) esto permite un perfeccionamiento de tecnologias para el cultivo
larval y la crianza, capaces de garantizar la necesidad de larvas y juveniles que se requiere
en los sistemas de engorde.

Hace muchas décadas, China ha venido desarrollando modelos productivos como
el sistema acoplado de desove e incubacion (Escarcega, 2020) el cual entrega con eficacia
al vasto potencial biolégico de diferentes especies de peces de importancia comercial,
aumentando la productividad en los desoves, incubacion y la produccion larvas.

De la misma forma, para la produccién de larvas a mayor escala, se ha venido
desarrollado cultivos larvales en sistemas abiertos como por ejemplo en estanques, que
facilitan el manejo de una gran cantidad de larvas, con sobrevivencia, que alcanzan hasta
un 60% para el periodo larval en estadio de alimentacion a larvas de 3 cm (Horvath, et al.,
1986). Para los peces marinos, paises como Tailandia y Australia producen esta alternativa
con gran éxito en la produccion comercial de larvas de robalo del Indo pacifico, Lates
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calcarifer (Kungvankij et al., 1985).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ESTADIOS DE DESARROLLO
LARVARIO

La eclosiéon de los huevos se produce aproximadamente a las 72 h de incubacion,
dando lugar a larvas completamente translicidas bajo el estereoscopio. Al eclosionar, las
larvas tienen una longitud total de 4,12 + 0,03 mm. La cabeza estaba inclinada hacia abajo
y la glandula de eclosién se encontraba en la parte exterior de la superficie de la cabeza.
La boca estaba abierta y faltaban los ojos y el opérculo branquial. No se mostraban aletas,
salvo la gran aleta primordial que bordeaba la notocorda. La aleta primordial era mas ancha
en la parte dorsal del cuerpo y se estrechaba en la parte caudal. Las larvas mostraban
un gran saco vitelino que contenia un glébulo oleoso en la porcion posterior. En la figura
7 puede observarse el crecimiento larvario, desde la eclosion del huevo hasta la fase

prejuvenil.
20,0 :
ﬁ"(f;-
18,0 P <9 >
e — - /
16,0

)

14,0

>

12,0

10,0
8,0

6,0 - '0"’ ¢ .

4,0

iy
o

TOTAL LENGTH (mm)

2,0

0,0
o

8

m

HOURS POST HATCH

100

00
400
500
600

Figura 7. Crecimiento de la longitud total del bonito del Pacifico Sur desde la eclosion hasta la fase
prejuvenil.

El crecimiento moderado, en las primeras etapas del desarrollo larvario, estuvo
asociado al desarrollo interno de las estructuras mandibulares y oculares. Sin embargo,
cuando las larvas alcanzan los 10 mm de longitud total, unas 500 h después de la eclosion,
la tasa de crecimiento se acelera exponencialmente (Fig. 7). En la Fig. 8 se observan
los estadios de desarrollo larvario, prejuvenil y juvenil propuestos para Sarda chiliensis
chiliensis en este estudio.
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Figura 8.- Estadios de desarrollo larvario, prejuvenil y juvenil propuestos para Sarda chiliensis chiliensis

ALIMENTACION DE LARVAS

Las larvas de peces fueron alimentadas con rotiferos en pequefias adiciones para
ajustar la tasa de alimentacion en funcion del consumo. El suministro de alimento comienza
con nauplios de camardn de salmuera, seguido de microgranulos y, finalmente, con larvas
de Mugil cephalus (Stuart & Drawbridge, 2013; Mufioz et al., 2012; Pepe-Victoriano
et al., 2012). A raiz de las observaciones de canibalismo (en experiencias anteriores) y
considerando que los nauplios de artemias eran pequefios, se decidi6 incorporar a la dieta
larvas de Mugil cephalus, cuyo tamafo en longitud total estaba entre 3 y 4 mm. A partir de
los 16 dph, comenzé la fase de alimentacion piscivora, que consistio en la introduccion de
larvas de Mugil cephalus, cuyo tamano oscilaba entre 10 y 20 mm a una densidad de 20
larvas por litro.

Las larvas de bonito del Pacifico Sur son alimentadores visuales. Su comportamiento
de caza se caracteriz6 por una torsion de todo el cuerpo en posicion sinusoidal, seguida
de rapidas rafagas hacia la presa detectada. El protocolo de alimentacion de larvas para el
cultivo de bonito del Pacifico Sur se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Protocolo de alimentacion de larvas de Sarda chiliensis chiliensis
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Se establecidé un primer plantel de reproductores de Bonitos del Pacifico Sur,
Sarda chiliensis chiliensis capturados del ambiente salvaje. Este protocolo, podria
ser utilizadas para otras especies de peces pelagicos, principalmente tanidos de
importancia comercial.

2. La metodologia y resultados de la incubacion de huevos de Sarda chiliensis
chiliensis permiti6 actualizar y estandarizar los antecedentes hasta ahora publicados,
lo que nos permitié obtener un mayor conocimiento del desarrollo embriol6gico de
esta especie, como por ejemplo, el tiempo de eclosion de los huevos, el cual no
supero las 72 horas.

3. Se establecieron 6 estado de desarrollo larvario del Bonito del Pacifico Sur, en
un tiempo de poco mas de 592 horas. Durante el periodo de desarrollo larval las
proporciones corporales medidas y las tasas de crecimiento cambiaron de forma
variable.

4. Las tres investigaciones expuestas en este trabajo establecieron la “factibilidad
biolégica” de conformar un stock de reproductores a partir de una acuicultura basada
en pesquerias, y que ademas se logré un desove espontaneo en menos de un afio
de cautiverio, generando huevos viables que llevo como resultado, la eclosion de
larvas, también viables.

5. En el presente trabajo, se entregan resultados concluyentes para considerar a
esta especie, como una verdadera alternativa de cultivo comercial en el norte de
Chile y asi diversificar la acuicultura nacional.
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RESUMO: As arboviroses ainda s&o um
problema de salde publica, e o principal
vetor é o Aedes aegypti A Cannabis
sativa L. (Moraceae) &€ uma planta que
apresenta grande potencial terapéutico,
apesar de suas propriedades psicotrépicas.
A proposta deste estudo foi analise
fitoquimica dos Canabioides e observar
durante na morfogénese embrionaria os
aspectos morfolégicos das larvas de Aedes
Aegypti oriunda da Cannabis Sativa. As
analises fisico-quimicas foram realizadas
por cromatografia em camada delgada
(CCD) e o bioensaio com extrato metanolico
de inflorescéncias da Cannabis sativa L
(EMICs), em diferentes concentracdes
(250, 500, 750 e 1000 pg/mL) foram
observadas as alteracdes morfologicas nas
larvas do 4° estagio (L4) em montagem total
do mosquito A. Aegypti. Os resultados por
CCD do EMICs foi detectada a presenca de:
Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol
e auséncia de Alcaloides e Saponina. As
observacdes das larvas controlem de A.
aegypti apresentaram aspecto morfolégico
externo alongado e vermiforme. As que
foram tratadas com o EMICs apresentaram
aspecto morfologico externo semelhante ao
das larvas controle, porém, apds 72 horas
de tratamento foi observado que as larvas
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do estagio L4 expulsaram do tubo digestério para o meio externo, a membrana peritrofica
contendo o alimento. Neste trabalho, a matriz peritréfica das larvas tratadas apresentou-se
menos espessa do que a das larvas controle. Isso se deve ao fato de que a extrusdo desta
membrana foi um fato marcante neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, Cannabis sativa L., Embriotoxicidade, ovos, Larvas.

11 INTRODUGAO

O mosquito Aedes aegypti Linnaeus é um vetor e promove a disseminac¢ao de quatro
sorotipos de virus da dengue. No entanto, uma diminuigcdo no controle efetivo do vetor tem
sido descrita devido a tolerancia das larvas. De acordo com a origem embrionaria e funcéo
fisiolbgica do A. aegypti, o trato digestivo é dividido em trés regides principais: intestino
anterior, intestino médio e intestino posterior (GODOY 2015). Na grande maioria dos
insetos, as células do intestino médio produzem uma matriz extracelular denominada matriz
peritréfica (MP), que consiste em uma estrutura saculiforme composta por microfibrilas de
quitina, com varias proteinas que suprem a MP sdo denominadas peritrofinas e precursores
de quitina sdo secretados por células digestivas do intestino médio, e a MP se organiza
por intercalacao de fibrilas de quitina e peritrofinas (HEGEDUS et al, 2009). Plantas foram
avaliadas como fonte de inseticidas naturais de A. aegypti e ensaios larvicidas foram
conduzidos usando terceiro (L3) e quarto (L4) estagio ou comparando o efeito de extrato
vegetal de plantas no desenvolvimento larval de L1 — L4 (MURUGAN; NOORTHEEN 2007)

Varios estudos abordaram a possibilidade de usar a técnica de cultura de embrides
como um ensaio para o potencial atdxico embrionario de compostos xenobibéticos (ARROIO
et al 2004). Leite et al (2004) em seus estudos com embriotoxicidade in vitro demonstrou o
potencial de baixo nivel de toxicidade de plantas medicinais. Ensaio embriotoxico utilizando
extrato aquoso de folhas Indigofera suffruticosa demonstrou inibicdo na ecloséo de ovos e
ecdise das larvas do mosquito A planta apresenta baixo nivel de toxicidade, com viabilidade
de 98% das larvas de A eagypti (VIEIRA et al, 2012). O efeito do extrato aquoso de folhas
de I. suffruticosa na fase larval (L4) nao interfere no desenvolvimento do tamanho dos
orgaos reprodutores como testiculo e glandulas acessorias do A. Aegypti. (SILVA et al,
2018).

A Cannabis sativa L. (Figura 1) € um arbusto da familia Moraceae, conhecido
pelo nome de “canhamo da india”, que cresce livremente em varias partes do mundo,
principalmente nas regifes tropicais e temperadas. E uma planta didica, pois tem
espécimes masculinos e femininos (Mechoulam, 1973). A potencialidade medicinal da
Cannabis esta ligada ao grande nimero de substancias quimicas que ja foi encontrado em
amostras desta planta, sendo a principal classe a dos canabindides. O termo canabinéides
foi atribuido ao grupo de compostos com 21 atomos de carbono presentes na C. sativa L. ,
além dos respectivos acidos carboxilicos, analogos e possiveis produtos de transformacéo.
Os compostos canabindides podem ser classificados como terpenofendis e ndo foram
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isolados de qualquer outra espécie vegetal ou animal (Mechoulam, 1973). Segundo
Pereira (2019), a andlise fitoquimica de extratos hidroalcoolicos da C. sativa L. revelou a
presenca de terpenos, compostos fenolicos e, em particular, os canabindides. Atualmente
vem se desenvolvendo varios estudos com o uso da C. sativa L. na terapéutica de varias
patologias no campo da medicina e também na medicina veterinaria para o controle da
dor neuropatica inflamatéria e osteoartrose em animais com foco em felinos e caninos.
No entanto é de suma importancia a busca por novos meios de tratamento e sabendo
da diversidade terapéutica de uma Unica planta é primordial que exploremos todo seu
potencial. (PRADO et al., 2021). Considerando que o material biolégico é de facil manuseio
e 0 processo de execucgdo da embriotdxicidade é rapido e eficaz. A proposta deste estudo
foi analise fitoquimica dos Canabioides e observar durante na morfogénese embrionaria os
aspectos morfoldgicos das larvas de Aedes Aegypti frente a Cannabis Sativa.

Figura 1- Cannabis sativa L.

21 MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e autenticacao — O material vegetal (A Inflorescéncias da Cannabis
sativa L.) foi coletado na associacdo de Cannabis medicinal sob a responsabilidade do
HABEAS CORPUS CRIMINAL (0816688-22.2021.4.05.8300), no periodo de julho de 2022
na cidade de Paulista, Estado de Pernambuco, Brasil. A amostra autenticada pela Bitloga
Marlene Barbosa do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) encontra-se catalogada sob o numero 89.911 no Herbario do Centro de Ciéncias
Biologicas da UFPE.

Mosquitos - Ovos de A. aegypti da linhagem Rockefeller, foram cedidos pelo
Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes e Vetores (LAFICAVE) da Fundacao
Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro. Os ovos desses mosquitos foram contados usando um
microscopio estereoscopio. As lavas geradas foram alimentadas com ragédo comercial de
gatos. As larvas de 1° estagio foram usadas no experimento.
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Preparacdo do Extrato. As inflorescéncias da Cannabis sativa L. (800g)
foram lavadas em agua corrente, colocados em estufa de fluxo de ar forcado a 40°C
para secagem. Posteriormente foram trituradas e pesadas. Em seguida, o produto foi
realizado uma maceracdo com metanol a temperatura ambiente. O material vegetal foi
extraido com metanol por 48h em temperatura ambiente. Ap6és a maceragao o filtrado
foi recolhido e concentrado em evaporador rotativo. O extrato bruto metanolico (EMICs)
obtido foi transferido para placas de vidro e dessecado em uma capela de exaustao, com
o auxilio de jato de ar quente até a completa evaporagéo do solvente e, posteriormente,
armazenado em dessecador até a utilizacdo nos testes de embriotoxicidade. Utilizou-se
concentracdo maxima de 1000 pg/mL. Para tanto, foi feita pesagem de 0,04g do extrato em
balanca analitica de preciséo e, em seguida, foi dissolvido em 400 mL de agua destilada.
A concentracgéo foi, posteriormente, diluida em concentragdes menores de 250, 500, 750
e 1000 pg/mL. Essas solugdes foram colocadas em frascos de 25 mL e em cada frasco
foram colocadas 20 larvas para o experimento, foram utilizadas larvas de primeiro estadio,
imediatamente apés as eclosdes dos ovos (Vieira et al 2012).

Cromatografia de camada delgada (CCD). Cerca de 15g da influorescencia da
Cannabis sativa L. foram trituradas e submetidas a infusdo com 3ml de metanol (70%)
sob agitacdo durante 30 minutos. O extrato da influorescencia da C. sativa L. obtidos
por infusdo passou por filtracdo, simples em papel de filtro e posteriormente, analisados
por cromatografia em camada delgada (CCD), empregando-se diversos sistemas de
desenvolvimento e reveladores adequados (WANER et al 1984). Foi investigada a presenca
de alcaloides, flavonoides, cumarina, terpenos, saponina e Fenol.

Ensaio da Embriotoxicidade. O Aedes aegypti, cujo nome popular € mosquito da
dengue, pertence ao Arthropoda Filo, Classe Hexapoda, Ordem Diptera e familia Culicidae.
O efeito do extrato metandlico da EMICs sobre o desenvolvimento larval, foi testado como
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (PITTET; DIDIER et al, 2009). As larvas
foram expostas ao extrato em concentragdes 250, 500, 750 e 1000 pg/ml. O bioensaio foi
realizado com larvas (n = 20), 1° estagio em triplicata para cada concentragéo e grupos
controle com agua destilada. As larvas foram colocadas em recipientes plasticos de 100mL
contendo 50mL da solugéo teste e incubados a 27°C. As fases de desenvolvimento das
larvas foram observadas durante o todo o processo a partir de 0, 12, 24, 36, 48,60 e 72 h
com o auxilio de microscépio DM500 acoplado com camera ICC50W (LeicaF).

Estudo morfolégico das larvas do A. aegypti. As larvas do mosquito do A. aegypti
grupo controle e exposto ao EMICs foram fixados com formaldeido (2,5%), apds completa
fixacdo, foi desidratada em série de etan6is em concentracbes crescentes (70 a 100%)
para avaliacdo morfoldgica, a captura das imagens das preparacdes histolégicas foram
realizadas utilizando uma camera digital DM500 conectada a um microscépio DM500.

(ampliacéo de 40x e 100x).
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31 RESULTADO

Analise fitoquimica

O resultado da Cromatografia em camada delgada (CCD) a partir de extrato
metandlico da inflorescéncia da C. sativa L. esta detalhado na tabela 2. O Extrato foi
investigado com base técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) e caracteriza¢ao
que revela a auséncia e presenca das classes de compostos quimicos. No extrato
metandlico foi detectado a presenca de: Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol e
auséncia de Alcaloides e Saponina.

Material testado Rendimento (mg) Testes positivos Testes negativos
Extrato metanédlico 3.90mg Flavonoides, Cumarina, Alcaloides e Saponina.
Por infusao Terpenos e Fenol

Tabela 1 — Cromatografia em camada delgada (CCD) do Extrato Metonélico da inflorescéncia de
Cannabis sativa L.

Estudo Morfoldgico de Larvas de A. aegypti

Ampliagio de 40x Ampliagio de 40x

(a) (b)

Figura 2- Aspecto morfologico de larvas de A. aegypti na concentragéo de 1000 pug/mL ap6s o periodo
de 72 horas de incubacéo. (a) Controle L4 (b) L4 tratada em extrato metandlico de Cannabis sativa L.
(A) Antena; (AB) Abdome; (C) Cabeca; (CT) Cerdas do térax; (T) Torax; (S) Seguimentos; (P) Ponte;
(SA) Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Pdlipos branquiais; (PC) Pectem. - Membrana peritrofica (seta)
(40x).

Descricdo Morfologica de Larvas de A. Aegypti L4 vivas controle em agua destilada
(Figura 2 (a)) e L4 vivas tratadas em extrato metanolico de inflorescencia de C. Sativa
(EMICs) (Figura 2(b)) ap6s 72 h de incubacgéo foram avaliadas usando microscopia éptica
invertida. A Figura 2 (a; b) mostram os aspectos morfolégicos das larvas de Culicidae é
formado por trés regides distintas, denominadas de anterior, mediana e posterior: regidao
anterior a cabeca foi identificado a antenas (A), o térax um segmento mais amplo com
cerdas; a mediana o abdémen constituido de 8 segmentos em cada segmento apresentado
cerdas, regiao posterior e possivel observar o Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Polipos
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branquiais; (PC) Pectem das larvas. Foi possivel observar um aumento do desenvolvimento
embrionario das larvas de acordo com as diferentes concentra¢des em relacéo ao controle
com agua destilada com aparéncia um pouco reduzida. Contudo as larvas expostas ao
controle com Temephos nédo apresentaram forma viaveis com 100% de mortalidade.

Magnitude da imagem: 100 x : - Magnitude da imagem: 100 x

sg M

(c) (d)

Figura 3 - Aspecto morfolégico do intestino posterior da larva de Aedes aegypti na concentragdo de

1000 pg/mL apés o periodo de 72 horas de incubacéo. (c) Controle L4 (d) L4 tratada em EMICs (P)

Ponte; (SA) Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Pdlipos branquiais; (PC) Pectem. - (MP) Membrana
peritrofica (seta) (100x)

O aspecto morfolégico do intestino posterior das larvas controle de A. aegypti
apresentaram aspecto morfoldégico externo alongado e vermiforme (Figura 3 (c)). As que
foram tratadas com o EMICs apresentaram aspecto morfol6gico externo semelhante ao
das larvas controle, porém, ap6s 72 horas de tratamento foi observada na regido posterior
do seguimento anal (SF) que as larvas do estagio L4 expulsaram do tubo digestoério para o
meio externo, a membrana peritrofica (MP) contendo o alimento (Figura 3 (d)). A observacao
morfoldgica da regido posterior do intestino no seguimento anal (SF) de larvas de A. aegypti
em desenvolvimento embrionario tratadas com EMICs (Fig. 3 (d)) mostrou continuidade na
estrutura do envelope peritrofico (PE), resultando epitélio subjacente delgado, aumento
do lumen intestinal e segmentos com aspecto hipertrofico em comparagcéo com as larvas
controle.

As alteracoes no desenvolvimento estdo diretamente dependentes de mudancas
morfologicas que ocorrem quando as larvas estdo crescendo em contato com diferentes
substancias de extrato.

41 DISCUSSAO

O uso medicinal da Cannabis hoje é permitido em alguns estados americanos e em

paises como Holanda e Bélgica, para aliviar sintomas relacionados ao tratamento de cancer,
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AIDS, esclerose multipla e sindrome de Tourette (que causa movimentos involuntarios)
(ROBSON 2001; IVERSEN, 2003). No Brasil, o uso medicinal da Cannabis sativa L. ou
de seus derivados ainda é limitado. Em 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) liberou o uso medicinal de CBD ap6s anélise de diversos estudos clinicos, o0s
quais demonstraram a possibilidade do uso terapéutico da substancia (ANVISA, 2018)

A proposta deste estudo foi analise fitoquimica dos canabinoides e investigacédo
durante o processo na morfogénese embrionario observando os aspectos morfologico das
larvas de Aedes Aegypti submetida a exposicao do extrato metandlico de inflorescéncias
da Cannabis sativa L (EMICs). O resultado da Cromatografia em camada delgada (CCD) a
partir de extrato metanoélico da inflorescéncia da C. sativa L. foi detectado a presenca de:
Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol e auséncia de Alcaloides e Saponina. Segundo
Pereira et al. 2019 a andlise fitoquimica de extratos da Cannabis sativa L. revelou a presenca
de terpenos, compostos fendélicos e, em particular, os canabinoide. A presenca de terpenos
e fenois obtidos no CCD corrobora com estudo relatado por Mechoulam, (1973) que os
compostos canabindides podem ser classificados como terpenofendis e nao foram isolados
de qualquer outra espécie vegetal ou animal.

O uso terapéutico da Cannabis sativa L. (maconha) esta associado aos efeitos
dos seus fitocanabindides, principalmente o Canabidiol (CBD) (PETROCELLIS, CASCIO
& MARZO, 2004). Devido ao grande interesse pelos efeitos causados pelos compostos
presentes na Cannabis, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos com intuito de
compreender melhor as relagGes entre estrutura quimica dos canabindides e atividade
biolégica apresentada por esses compostos (MECHOULAM 1973; RAZDAN 1986; TARZIA
et al 2003; ARROIO et al 2004). Estudo similar reportando o processo da morfogénese
embrionario observando os aspectos morfologicos das larvas de A. aegypti expostos a
inflorescéncia da Cannabis sativa L. ndo foi encontrado na literatura. Isto dificultar fazer
estudo comparativo. Relatos com Embrides de zebrafish foram tratados com CBD a
partir da fertilizacdo até completarem 5 dias p6s fertilizagdo (dpf), ao completarem 24
horas pos fertilizacdo (hpf) o corion foi retirado e em seguida realizada a microinjecao
intracerebroventricular de B-amiléide (10p¢M), tendo como controles animais injetados com
DMSO (1%) e animais nao injetados. Aos 5dpf estes animais foram retirados do tratamento
e avaliados o comportamento, durante todo o periodo de tratamento foi realizada uma
andlise de embriotoxicidade. N&o foi observado nenhum efeito na morfologia dos animais
injetados comparados ao controle. (CORADINI et al, 2012). Anélises da embriotoxicidade
realizadas no periodo de 24hpf a 10dpf ndo demonstraram alteracbes nas taxas de
sobrevivéncia, eclosdo ou malformagdes no sistema nervoso entre os grupos tratados com
CBD em relacao aos controles. (CORADINI et al, 2012).

Nesse estudo as larvas utilizadas no experimento na morfogénese embrionario foram
geradas a partir da eclosao dos ovos de A. aegypti do experimento preliminar. Elas foram
expostas nas diferentes concentragdes sob o EMICs e apresentaram 100% desenvolvimento
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de larvas do 1?2 estagio até 42 estagio em relagéo ao controle de forma similar. Contudo no
processo na morfogénese embrionario das larvas onde as mudancas de larvas do 12 até 42
estagio de A. Aegypti, destacando que nas concentracdes de 250 yg/mL a 1000 pyg/mL seu
potencial embriotdxico € insignificante visto que o desenvolvimento larval acontece no seu
processo natural, isto sugere que os compostos quimicos presente na espécie C. sativa
L. ndo inibe o desenvolvimento das larvas nas mudancas estagios, durante o processo
natural de crescimento larval caracterizando auséncia de embriotoxicidade. Observacao
morfo-histolégica € importantes ferramentas para detectar alteragdes nos tecidos e células
provocadas por compostos xenobioticos (LEITE 2003). Nas analises microscopicas foram
observados os aspectos morfologicos de larvas de 4% estagio do A. aegypti exposto em
diferentes concentracdes do EMICs.

O resultado do efeito do EMICs no desenvolvimento do tamanho e formas das larvas
no 4% estagio ndo mostraram alteracbes em relacdo ao controle. Embora a morfologia
externa das larvas do grupo teste tenham apresentado caracteristicas semelhantes as do
grupo controle, a extrusédo da matriz peritrofica apés 72 horas de tratamento do EMICs
na concentragcdo 1000 pg/mL, mostra 0 mecanismo de defesa da larva de A. aegypti
que elimina todo o alimento contaminado com a substancia larvicida. No caso do EMICs
ingerido pelas larvas de A. aegypti junto com o alimento, a extrusdo da matriz peritréfica
nédo foi possivel identificar a destruicdo do epitélio intestinal e nem mortalidade das larvas.

A extrusdo da matriz serviu para comprovar a a¢ao toxica da substancia, o que esta
de acordo com outros autores (VIEIRA et al 2012). As principais alteracbes morfologica
observadas foram: elevada vacuolizac¢ao citoplasmatica, aumento do espaco subperitrofico
com acumulo de material no seu interior, aumento no nimero de camadas do epitélio,
aumento da espessura da matriz peritréfica e hipertrofia das células. Contudo em relacao as
larvas no 42 estagio tratada EMICs na concentragdo 1000 pyg/mL, apresentaram alteragdes
na regiao posterior, e expulsaram do tubo digestorio para o meio externo, a membrana
peritrofica contendo o alimento. Por conseguinte, esses dados caracterizaram alteragcbes
morfoldgicas ou embriotoxicas e ou teratogénicas, uma vez que as larvas L4 apresentaram
aspecto morfologias nao similares em relagédo ao controle. A matriz peritrofica é extracelular
e secretada pelo epitélio do mesentério em alguns artropodes. Esta membrana age como
uma barreira protetora contra varias substancias quimicas, agentes microbianos e até
mesmo contra agressoes fisicas causadas pelos alimentos ingeridos (ARRUDA et al 2003;
BARRETO et al 2006).

O mesentério € o principal alvo de substancias toxicas, quimicas e biologicas e a
eliminagé@o da matriz peritréfica, juntamente com o alimento ingerido, parece ser a primeira
forma de defesa das larvas para a eliminacao do que é toxico. No caso do cannabis sativa
ingerido pelas larvas de A. aegypti junto com o alimento, a extrusdo da matriz peritréfica,
contudo néo ocorreu a mortalidade das larvas. Sao escassos os trabalhos com as espécies
Cannabis sativa L. em observagdo morfolégico do A. aegypti.
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Segundo Vieira et al (2012) demonstrou que efeito do extrato aquoso de . suffruticosa
pode atuar promovendo alteracdes morfolégicas na membrana peritrofica em larvas de A.
aegypti. Além disso, a inibicdo da formagé@o de membrana peritrofica afetou severamente o
desenvolvimento inicial das larvas no 2% estagio A. aegypti, na regido anterior do intestino
médio. No entanto, a observacéo morfolégica de larvas submetidas ao extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa mostrou disruptura da estrutura membrana peritrofica (VIEIRA et
al 2012). No entanto, estudos da relacao entre estrutura quimica e atividade biologica tém
sido realizados no sentido de modificar a estrutura quimica destes compostos a fim de
suprimir sua psicoatividade (FARIAS; GONCALVES; NASCIMENTO, 2016).

Neste trabalho, a matriz peritréfica das larvas tratadas apresentou-se menos
espessa do que a das larvas controle, contrapondo-se aos resultados apresentados por
outros pesquisadores (ARRUDA et al 2003; BARRETO et al 2006). Isso se deve ao fato de
que a extrusdo desta membrana foi um fato marcante neste trabalho. O que possibilitara
exploracdo das suas propriedades farmacoldgicas em outros ensaios. Com o intuito de
colaborar nesta discussdo, este trabalho busca contribuir para o conhecimento dos
possiveis processos envolvidos no uso terapéutico da Cannabis, visando o suporte para
areas de pesquisa sobre planejamento de novos compostos canabinoéides que apresentem
atividade terapéutica e auséncia de atividade psicotropica.
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RESUMEN: Las especies vegetales
sintetizan biomoléculas que se combinan
entre si y forman mezclas complejas que
producen actividad biol6gica antimicrobiana
derivada de su metabolismo secundario
(Rodriguez et al., 2012; y Adirano et al.,
2018). La eficiencia de extraccion de
metabolitos secundarios depende en gran
medida del tipo de disolvente y técnica a
utilizar (Hussam et al., 2013; Zulkafli et al.,
2014; Setyaningsih et al., 2015). El objetivo
del articulo fue estimar la eficiencia de
extraccion de metabolismos secundarios de
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10 especies vegetales con etanol y acetona mediante extraccion asistida por ultrasonido en
Oaxaca, México. La metodologia utilizada fue adaptada de Guerrero et al, (2007). De cada
especie se colectd un aproximado de 10 kilogramos en peso fresco y se colocaron en bolsas
de papel, se desinfectaron y se deshidrataron por 30 dias. Se trituraron en un molino para
café de la marca Krups. Se utilizé equipo ultrasénico marca Branson modelo 3800, se aplico
agua destilada a nivel indicado. Se colocaron 3 matraces Erlenmeyer llenados con 350 mL
de disolvente (acetona o etanol segun el extracto) y 25 g de material vegetal deshidratado y
triturado, con lo que se obtuvo una concentracion de 71.43 mg mL-1. Esta mezcla se proces6
con las ondas ultrasonicas durante 3 horas. El extracto, se colocd en un matraz pera, para
la separacion del disolvente-extracto en un rotavapor marca Buchi modelo B-100, fueron
depositados en cajas Petri etiquetadas, se expuso en una campana de extraccion de la marca
Novatech, modelo: CE-120BE. Finalmente se colecté con una espatula el extracto resultante,
se peso, se colocd en frascos color ambar y se almacené dentro de un refrigerador. Los
resultados obtenidos en esta investigacion muestran diferencia entre tratamientos debido a
la técnica y disolventes evaluados, la eficiencia de extraccion varia de acuerdo a la planta y
el disolvente utilizado.

PALABRAS CLAVE: café, especies, extracto vegetal.

ABSTRACT: Plant species synthesize biomolecules that combine with each other and form
complex mixtures that produce antimicrobial biological activity derived from their secondary
metabolism (Rodriguez et al., 2012; and Adirano et al., 2018). The extraction efficiency of
secondary metabolites depends to a large extent on the type of solvent and technique to be
used (Hussam et al., 2013; Zulkafli et al., 2014; and Setyaningsih et al., 2015). The objective
of the article was to estimate the efficiency of extraction of secondary metabolisms of 10 plant
species with ethanol and acetone by ultrasound-assisted extraction in Oaxaca, Mexico. The
methodology used was adapted from Guerrero et al, (2007). Approximately 10 kilograms in
fresh weight were collected from each species and placed in paper bags, disinfected and
dehydrated for 30 days. They were ground in a Krups brand coffee grinder. Branson model
3800 ultrasonic equipment was used, distilled water was applied at the indicated level. Three
Erlenmeyer flasks filled with 350 mL of solvent (acetone or ethanol depending on the extract)
and 25 g of dehydrated and crushed plant material were placed, obtaining a concentration of
71.43 mg mL-1. This mixture was processed with ultrasonic waves for 3 hours. The extract
was placed in a pear flask, for the separation of the solvent-extract in a Buchi model B-100
rotary evaporator, they were deposited in labeled Petri dishes, exposed in a Novatech
brand extraction hood, model: CE- 120BE. Finally, the resulting extract was collected with a
spatula, weighed, placed in amber flasks and stored in a refrigerator. The results obtained in
this investigation show a difference between treatments due to the technique and solvents
evaluated, the extraction efficiency varies according to the plant and the solvent used.
KEYWORDS: coffee, species, plant extract.

INTRODUCCION

Estad claro que el modelo agricola industrial-convencional y sus cuestionables
derivaciones biotecnologicas esta agotado y no podra dar respuestas al desafio actual. Ante
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esta circunstancia es necesario un proceso de conversion de sistemas convencionales a
sistemas diversificados con racionalidad etnoecolbgica y de caracter transicional (Nicholls
y Altieri, 2012).

Los extractos vegetales, se han vuelto una alternativa ecolégicamente sustentable
y econdmicamente viable en el control de plagas y enfermedades (Rodriguez et al., 2012).
Esto debido que diversas especies vegetales sintetizan, como parte de su metabolismo
secundario, una gran cantidad de biomoléculas que, combinadas forman mezclas
complejas que han demostrado actividad biol6gica antimicrobiana (Adirano et al., 2018;
Rodriguez et al., 2012), el carvacrol, eugenol, timol, borneol y fitol son algunas de ellas
(Garcia et al., 2010; Kalemba y Kunicka, 2003). Sin embargo, el rendimiento y la eficiencia
de extraccion de metabolitos, es una interrogante cuando se pretende implementar esta
técnica en campo.

La eficiencia y el rendimiento de extraccion de metabolitos secundarios depende
en gran medida del tipo de disolvente y técnica a utilizar (Bruneton, 2001; Hussam et al.,
2013; Luque-Garcia y Luque de Castro, 2004; Setyaningsih et al., 2015; Zulkafli et al.,
2014). La variacién puede estar determinada también por la cantidad de compuestos o por
la diferencia de estos (Sefidkon et al., 2006).

La extraccién asistida por ultrasonido es, junto con Soxhlet, la técnica de lixiviacion
convencional mas aceptada (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998). Aunque son dos
técnicas diferentes, se ha demostrado que la eficiencia es muy parecida (Dunnivant
y Elzerman, 1988). No obstante, el proceso es mas rapido en la extraccion asistida por
ultrasonido (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998). En muchos casos la técnica de
ultrasonido es aconsejable para analitos termolébiles que se alteran cuando se usa Soxhlet
(Jenkins y Walsh, 1994).

Es por ello, que el objetivo de esta investigacion es estimar la eficiencia de extraccion
de metabolitos secundarios de 10 especies vegetales con etanol y acetona mediante
extraccion asistida por ultrasonido, en Oaxaca, México. El trabajo se presenta en dos
secciones. La primera presenta los materiales y métodos utilizados durante el desarrollo de
la investigacion, la segunda muestra los resultados obtenidos acompafiado de la discusion,
se exponen las conclusiones derivadas del analisis de los resultados encontrados y
finalmente la literatura citada.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las colectas fueron extraidas en la region de Valles Centrales de Oaxaca (mapa 1).
Las especies experimentales fueron: ajo (Allium sativum L.), suelda con suelda (Anredera
vesicaria Lam.), tomillo (Thymus vulgaris L.), Toloache (Datura ferox L.), abrojo amarillo
(Tribulus terrestris L.), bejuco de ajo (Adenocalymma alliaceum Lam.), jengibre (Zingiber
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officinale Rosc.), poton xihuite (Cestrum sp L.), higuerilla (Ricinus communis L.) y aroma
amarillo (Acacia farnesiana L.).

™

Mapa 1. Valles Centrales de Oaxaca, elaboracion propia en mapa digital version 6.3.0

Se realizd extraccion de metabolitos secundarios, con acetona y etanol, a 10
especies vegetales: ajo (Allium sativum), suelda con suelda (Symphytum officinale), tomillo
(thymus vulgaris), toloache (Datura ferox), abrojo amarillo (Tribulus terrestres), bejuco de
ajo (Adenocalymma alliaceum), jengibre (Zingiber officinale), potén xihuite (Cestrum sp.),
higuerilla (Ricinus communis) y aroma amarillo (Acacia farnesiana). La colecta se realizé en
diversos sitios del estado de Oaxaca. La metodologia utilizada fue de Guerrero et al, (2007)
con modificaciones. De cada especie se colectd un aproximado de 10 kilogramos en peso
fresco y se colocaron en bolsas de papel para su traslado al laboratorio. Se lavaron con
agua potable y posteriormente con agua destilada, para la deshidratacion se extendieron
sobre pliegos de papel estraza bajo sombra durante 30 dias. Se trituraron en un molino
para café de la marca Krups. Posteriormente se utilizé equipo ultrasénico marca Branson
modelo 3800 y se aplicd agua destilada a nivel marcado por el equipo. Se colocaron 3
matraces erlenmeyer previamente llenados con 350 mL de disolvente (acetona o etanol
segun el extracto) y 25 g de material vegetal deshidratado y triturado, con lo que se obtuvo
una concentracion de 71.43 mg mL-1. Esta mezcla se proceso con las ondas ultrasénicas
durante 3 horas. El extracto, se coloc6 en un matraz pera, para la separacion del disolvente-
extracto en un rotavapor marca Buchi modelo B-100. Concluido el proceso, el extracto
obtenido se coloco en cajas Petri etiquetadas con la simbologia del matraz correspondiente,
para su total separacion, se expuso en una campana de extraccion de la marca Novatech,
modelo: CE-120BE. Finalmente se colectd con una espatula el extracto resultante, se peso,
se colocd en frascos color ambar y se almacen6 dentro de un refrigerador.

Se recolect6 aproximadamente 10 kilogramos en peso fresco y se colocaron en
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bolsas de papel para su traslado al laboratorio, se deshidrataron, posteriormente se
moliendo

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos del proceso de extraccion de las diferentes especies vegetales,
se analizaron realizandoles pruebas de medias por el método TUKEY, con el fin de obtener
la eficiencia de extraccion y error estandar (Figura 1 y 2), los cuales fueron analizados
mediante el programa estadistico SAS. Statystical Analysis System.

Rendimiento etanol

1.8 -
4 b

1.6 ba ] c
— 1.4 - 2 be
2 12 - ba
e ’ be '|' c
1
& 0.8 -

Especie Vegetal

Figura 1. Rendimiento de extraccién con etanol

Rendimiento acetona

ch

cb cb

Extracto (g)

Especie Vegetal

Figura 2. Rendimiento de extraccion con acetona
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Respecto a la eficiencia de extraccion los mejor resultados con etanol, fueron
expresados por las especies de Ricinus communis, Datura ferox y Acasia farnesiana, con
1.51g, 1.14g y 1.09g respectivamente, siendo Tribulus terrestres con 0.18g el resultado
mas bajo. Para el caso de extraccion con acetona las mejores especies vegetales fueron:
Ricinus communis, Allium sativum y Zingiber officinale, con resultados de 1.97g, 1.40g y
1.269g respectivamente, Tribulus terrestres con 0.18g expresd el resultado mas bajo.

Especie CEOE CEOA' EPE % EPA %
Ricinus 1.5133+0.0992 1.9700+0.0232 6.05 7.88
Datura 1.1433+0.070% 0.9300+0.012°¢ 4.57 3.72
Acasia 1.0967+0.044 0.9336+0.003> 4.39 3.85
Cestrum 1.0733+0.029°° 0.7600+0.014¢ 4.29 3.04
Zingiber 0.9733+0.012 1.2667+0.028 3.89 5.07
Symphytum 0.9633+0.095> 0.8533+0.028° 3.85 3.41
Adenocalymma 0.9600+0.181° 0.9200+0.055°° 3.84 3.68
Allium 0.7033+0.072° 1.4033+0.083 2.81 5.61
Thymus 0.2933+0.006¢ 0.2133+0.005¢ 1.17 0.85
Tribulus 0.1867+0.003¢ 0.1800+0.002¢ 0.75 0.72

Cuadro 1. Rendimiento obtenido de 25 g de materia deshidratada y 350 mL de disolvente.

Letras diferentes columnas indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey 0.05), variable transformada (SQRT) CEOE = cantidad de extracto obtenido con
etanol, CEOA = cantidad de extracto obtenido con acetona, EPE = Eficiencia porcentual de
extraccion, EPA = eficiencia porcentual de extraccion. Se incluye la media + error estandar.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que con la técnica y los disolventes evaluados
en esta investigacion hubo diferencia entre tratamientos, la eficiencia de extraccion varia
de acuerdo a la planta y el disolvente utilizado. La mayor eficiencia de extraccion de
biomoléculas se registréd para Ricinus communis, Datura ferox y Acacia farnesiana con 6.5%,
4.5% y 4.3% respectivamente con etanol y acetona, Ricinus communis, Allium sativum y
Zingiber officinale fueron los de mayor eficiencia con 7.9%, 5.6% y 5.0% respectivamente.
El rendimiento de extracto mas alto con etanol fue de 1.51 g y con acetona de 1.97 g por
cada 25 g de planta deshidratada.
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RESUMEN: Las plantas medicinales
representan una fuente de sustancias
terapéuticamente Utiles, y muchas de
ellas se destacan por sus propiedades
antioxidantes, que actualmente tienen
un aprovechamiento creciente por los
beneficios asociados a su consumo.
Esta investigacion busca conocer las
tendencias mas actualizadas en el uso
y aprovechamiento de algunas plantas
medicinales con capacidad antioxidante.
Para ello, se realiz6 una recoleccion de
informacion sobre el aprovechamiento
de plantas medicinales antioxidantes,
incluyendo datos relevantes considerados
en laclasificacion de sus usosy aplicaciones.
La revision bibliografica corresponde a una
muestra de articulos identificados en las
bases de datos Google académico, Redalyc
y Scielo dentro del periodo 2008 - 2022.
La busqueda estuvo orientada a identificar
familias que biosintetizan metabolitos
con funciones antioxidantes, cuyos usos
las convierten en materiales de provecho
biotecnoldgico con impacto positivo en
la salud. En el desarrollo se obtuvo una
descripcion del perfil de metabolitos
secundarios de diferentes plantas, muchas
de ellas distribuidas en centro y sur América,
cuyos estudios recientes han reportado
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actividad antioxidante significativa que tiende hacia modelos celulares, como es el caso de
la Canela, la Maca, diversos frutos citricos, la caléndula, Hierba Luisa, Moringa, entre otras,
sin dejar de lado a las algas en sus diferentes tipos. Asi mismo se generé una comparacion
de los resultados obtenidos por diversos autores en sus experimentaciones, para producir,
transformar y obtener sustancias con aplicaciones antioxidantes que permitan combatir los
efectos de los radicales libres y del estrés oxidativo en la salud, tanto humana como animal.
De igual manera, se destacan otras aplicaciones no asociadas al area médico-farmacologica,
pero con impacto industrial en la elaboracion de pinturas, materiales anticorrosivos y de
recubrimientos. Los resultados confirman y mejoran la proyeccion de plantas medicinales
antioxidantes como fuente importante de metabolitos (taninos, polifenoles, flavonoides,
fitoestrogenos), cuya actividad podria refinarse en sistemas biotecnoldgicos, para comprender
su comportamiento en escenarios funcionales mas reales y de mayor éxito.

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes, Plantas medicinales, Metabolitos secundarios, Algas.

ANTIOXIDANT MEDICINAL PLANTS: AQUATIC AND TERRESTRIAL

ABSTRACT: Medicinal plants represent a source of therapeutically useful substances, and
many of them stand out for their antioxidant properties, which are currently being increasingly
used due to the benefits associated with their consumption. This research seeks to know the
most up-to-date trends in the use and exploitation of some medicinal plants with antioxidant
capacity. For this, a collection of information on the use of them was carried out, including
relevant data considered in the classification of their uses and applications. The bibliographic
review corresponds to a sample of articles identified in the Google academic, Redalyc and
Scielo databases within the period 2008 - 2022. The search was aimed to identify families that
biosynthesize metabolites with antioxidant functions, whose uses make them useful materials
of biotechnological benefit with a positive impact on health. A description of the profile of
secondary metabolites of different plants was obtained in the development, many of them
distributed in Central and South America, whose recent studies have reported significant
antioxidant activity that tends towards cellular models, as is the case of Cinnamon, Maca,
various citrus fruits, calendula, Lemon verbena, Moringa, among others, without leaving aside
the algae in its different types. Likewise, a comparison of the results by various authors in their
experiments was generated, to produce, transform and obtain substances with antioxidant
applications that allow combating the effects of free radicals and oxidative stress on health,
both human and animal. In the same way, other applications not associated with the medical-
pharmacological area stand out, but with an industrial impact in the elaboration of paints,
anticorrosive materials and coatings. The results confirm and improve the projection of
antioxidant medicinal plants as an important source of metabolites (tannins, polyphenols,
flavonoids, phytoestrogens), whose activity could be refined in biotechnological systems, to
understand their behavior in more real and successful functional scenarios.

KEYWORDS: Antioxidants, Medicinal plants, Secondary metabolites, Algae.

11 INTRODUCCION

Las plantas medicinales representan una fuente de sustancias terapéuticamente

Utiles, y muchas de ellas se destacan por sus propiedades antioxidantes, que actualmente

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 6

66



tienen un aprovechamiento creciente basado en los beneficios asociados a su consumo,
incluyendo a las plantas acuicolas.

En este sentido, la medicina tradicional esta directamente relacionada con el
bienestar de los individuos, mediante el uso de plantas completas o algunas de sus partes.
A nivel mundial se han usado diversas especies vegetales y se han reportado propiedades
terapéuticas en muchas de ellas (Moreno et al, 2022).

El término medicina tradicional ha sido definido por la Organizaciéon Mundial de la
Salud como el conjunto de conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias,
creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no,
utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades
fisicas y mentales (OMS, 2013).

Debemos tener en cuenta que, la disponibilidad al consumo de infusiones de plantas
es grande, sin embargo, existe poca informacion especifica sobre la forma de preparacion y
los beneficios que poseen algunas plantas, especialmente por la presencia de compuestos
bioactivos muy diversos. Por lo cual, algunos investigadores han evaluado la actividad
antioxidante (DPPH y ABTS®+) y polifenoles totales de infusiones preparadas con plantas
medicinales comerciales, frescas y secas (Gomez et al, 2020).

Tal es el caso del té¢ de Camellia sinensis, conocido popularmente como Té verde
o Té japonés, el cual contiene muchos compuestos bioactivos con efectos antioxidantes,
como el acido hidroxicinamico y derivados de flavonoides, especialmente la subclase de
catequinas, flavonoides, catecoles y taninos (Lorenzo and Sichetti, 2016); en Sur América
es mas popular la Manzanilla, la cual posee propiedades antioxidantes, por lo que puede
aplicarse en el tratamiento de los trastornos causados por el estrés oxidativo (Kolodziejczyk-
Czepas et al., 2015).

Estudios recientes resaltan aspectos sobre los antioxidantes y la salud. Los
antioxidantes pueden neutralizar el exceso de radicales libres durante la actividad oxidativa,
propia del organismo. La produccion de radicales libres es un evento natural, y esta regulado
por diferentes rutas metabolicas, porque representan la primera linea de defensa de los
seres vivos. Sin embargo, aunque son relevantes para mantener la salud, el desbalance
entre antioxidantes endégenos y radicales libres (estrés oxidativo) se asocia con diferentes
enfermedades o con el envejecimiento humano. Existen reportes de algunas fuentes de
antioxidantes exdgenos, sobre todo frutas y otros vegetales (Coronado et al, 2015).

Es por ello que, en esta investigacion se dan a conocer las tendencias mas
actualizadas en el uso y aprovechamiento de algunas plantas medicinales con capacidad
antioxidantes, cuyo cultivo y distribucién es amplio América Latina.

2| METODOLOGIA

Se us6 una metodologia descriptiva, con un enfoque documental, es decir, revision
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de fuentes disponibles en la red, cuyo contenido esta actualizado y en relacion directa con
el tema en desarrollo.

Se realizd una recoleccion de informacion sobre el aprovechamiento de plantas
medicinales antioxidantes, con la documentacion del conocimiento generado por
investigaciones recientes, incluyendo datos relevantes considerados en la clasificacion de
sus usos y aplicaciones.

La revision bibliogréafica corresponde a una muestra de articulos identificados en las
bases de datos Google académico, Redalyc y Scielo dentro del periodo 2008 - 2022. La
blusqueda estuvo orientada a identificar familias de plantas que biosintetizan metabolitos
con funciones antioxidantes, cuyos usos las convierten en materiales de provecho

biotecnoldgico con impacto positivo en la salud.

31 RESULTADOS

En el desarrollo de esta revision se obtuvo una descripcion del perfil de metabolitos
secundarios de diferentes plantas, muchas de ellas distribuidas en centro y sur América,
cuyos estudios recientes han reportado actividad antioxidante significativa, la cual tiende
hacia modelos celulares especificos, como es el caso de la Canela, la Maca, diversos frutos
citricos, la caléndula, Hierba Luisa, Moringa, entre otras, sin dejar de lado a las algas en
sus diferentes tipos.

Plantas Medicinales

La préactica de la medicina tradicional se basa en el uso terapéutico de diferentes
partes de plantas y en distintas formas de preparacién para prevenir o curar diversas
dolencias (Maldonado et al., 2020). A pesar de una pérdida de saberes y de practicas
culturales en el mundo, el 90% de la poblacion en paises en desarrollo y el 60% en paises
desarrollados usa la medicina tradicional para su atencion primaria de la salud (Vandebroek
et al.,, 2008).

Las plantas medicinales no solo se han utilizado en la antigliedad para aliviar, tratar
o curar enfermedades, sino que también se les ha usado en la modernidad para crear
importantes avances en la medicina, demostrando que como especies naturales tienen
amplias propiedades, destacando la capacidad antioxidante.

Aunque su uso nunca ha dejado de estar vigente, el avance de la ciencia y la
tecnologia ayudo a que los principios activos contenidos en esas plantas sean sintetizados
quimicamente, haciéndolos disponibles en las farmacias a precios accesibles y en dosis
adecuadas para cada tratamiento. Sin embargo, cada vez es mas comun la preocupacion
por los efectos secundarios de los medicamentos quimicos y la ineficacia de algunos de
ellos para su uso a largo plazo. Es por eso que el uso de alternativas naturales o terapias
complementarias ha recibido una atencion creciente en los ultimos afos. Actualmente,
segun la Organizacion Mundial de la Salud OMS (Zhang & WHO 2002) se estima que el
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80% de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional para sus necesidades de
salud, en cuanto a su atencién primaria.

Son muchos los organismos vegetales que se han destacado en la produccion de
sustancias medicinales, y en particular los metabolitos antioxidantes, existiendo variedad
en su origen, asi como en su distribucion en paises de América Latina, ya sean plantas
terrestres o acuaticas, y algunos de ellos se detallan a continuacion.

Por ejemplo, en Ecuador el 80% de la poblacion usa la medicina tradicional y hay
alrededor de 3000 plantas medicinales para tratar diferentes enfermedades. El poco interés
de las generaciones recientes, la migracion de la gente rural a las ciudades y la actividad
agricola afectan la transmision de los conocimientos sobre las plantas medicinales en la
medicina tradicional (Fernandez et al., 2019).

La Canela

Una de las especies més utilizadas, tanto en infusiones como en gastronomia, es la
canela (Cinnamomum verum) la cual se obtiene de la corteza de los arboles Cinnamomum,
llevando una importante historia en la conquista de los espanoles en América, ya que los
espafioles se interesaron en los beneficios curativos de esta planta (Alemany, 2011).

Las canelas corresponden a las cortezas de mas de 250 especies de arboles y
arbustos, de la familia de las Lauraceae, que son conocidos como caneleros. La Familia
Lauraceae contienen fuentes importantes de aceites esenciales: por ejemplo, en medicina
se usa las hojas de Persea lingue para enfermedades reumaticas (Avello et al, 2012).

Los caneleros han sido unos de los productos de origen vegetal mas utilizados
como especia por su capacidad aromatizante, si bien distintas medicinas tradicionales le
han atribuido diferentes actividades. Se encuentran referencias en Egipto, pais donde se
importaba desde China, y en la medicina Ayurvédica donde se indica como antiemético,
antidiarreico, antiflatulento y estimulante (Accame, 2009).

En América, la canela ha recibido especial atencion por ser una especie exoética,
y por tratarse de plantas muy codiciadas en tiempos remotos, ya que tienen mucho valor
como especia. Parece ser que el cultivo deliberado de plantas de canela en algunas
regiones de Venezuela y en islas caribefias no se inici6 hasta 1770, y esta asociado a este
uso su conservacion y estimacion como medicamentos (Lindorf, 2002).

En la actualidad, existen cultivos de canela en varias regiones tropicales del planeta,
y sus aplicaciones no terminan en la cocina: sus propiedades terapéuticas incluyen su
uso como antioxidante, antiinflamatorio e incluso como antimicrobiano; tal ha sido su
repercusiéon medicinal que lleg6 a tener reputacion como remedio contra resfriados. Estas
propiedades no serian posibles sin los multiples compuestos quimicos que la constituyen:
acido cinamico, cinamaldehido, cinamato, eugenol, entre otros; siendo el cinamaldehido, el
responsable de los caracteristicos sabor y olor de la canela (Balmont, 2014).
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Maca

De igual modo, la maca (Lepidium peruvianum) es una planta originaria de los Andes
Centrales del Peru. Esta planta es perenne de la familia de las Brasicaceae que crece entre
los 3800y 4500 m.s.n.m. en regiones de puna, generalmente en los departamentos de Junin
y Pasco. Fue un producto muy valioso para los Incas, debido a su elevado contenido de
sustancias nutricionales y por su amplio uso medicinal, especialmente como revitalizante,
y potenciador de la fertilidad (Catafio, 2008).

Esta planta representa un alimento nutritivo, energético y funcional, ya que sus
metabolitos secundarios reaccionan al estrés bidtico y abiético como mecanismo de
defensa durante las etapas de pre-cosecha, cosecha y secado natural post-cosecha (Yabar
& Reyes, 2019).

Entre los constituyentes quimicos de la maca que se han relacionado con su actividad,
destacan los acidos grasos (macaeno) y sus correspondientes amidas, glucosinolatos,
alcaloides (lepidilinas A y B, macaridina), esteroles, acido (1R, 3S)-1-metil-tetrahidro--
carbolin-3-carboxilico y polifenoles. Ademas, se le han atribuido otras actividades como
antitumoral y citostatica, antioxidante e antihipoglucemiante (Catarno, 2008).

En este sentido, los glucosinolatos, compuestos fenolicos, fitoesteroles, macaenos,
macamidas, macahidantoinas, meyeniinas, alcaloides y otros metabolitos de la Maca son
formados durante el ciclo productivo, y actian sinérgicamente para prevenir enfermedades
cronicas, cuando es consumido como parte de una dieta variada (funcional), muy frecuente
en la cultura alimentaria de Perl y no como compuestos bioactivos aislados (nutraceutico)
del contexto biol6gico como pretende la industria farmacéutica (Yabar & Reyes, 2019).

Frutos citricos

Los citricos representan la mayor demanda en la industria de los alimentos,
principalmente para bebidas, debido a que estos frutos tienen alto contenido de jugo para
elaborar productos como néctares o zumos (Kim & Kim, 2016). Entre las variedades de
citricos empleados se encuentran las naranjas (Citrus sinensis), mandarinas de diferentes
especies (C. unshi, C. tangerine, C. reticulate, C. clementine), limones (C. limon), limas (C.
aurantifolia/latifolia), toronjas (C. paradisi) y pomelos (C. grandis) (Chavan, Singh & Kaur,
2018).

Los frutos citricos también se destacan en el area nutricional, ya que benefician
de gran manera la salud humana, fundado en las propiedades antioxidantes y antiradical
de sus diversos componentes, como el acido ascorbico, los flavonoides, carotenoides,
antocianinas, los derivados del acido cinamico, entre otros (Dominguez y Ordofez, 2018).

Una planta de este grupo es la Vaccinium floribundum, también conocida como
mortifio o agraz silvestre; esta planta da un fruto citrico que tiene un gran parentesco al
fruto rojo del arandano, ademas contiene polifenoles en su composicion con excelente
capacidad antioxidante, son inhibidoras de enzimas, sin ser bactericidas constituyen
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caracteristicas propias de la fruta (Reyes, 2017).

El mortifo es una planta nativa de los paramos andinos en su mayoria distribuida en
Colombia, Peru, Ecuador y Venezuela entre 1.400 y 4.350 msnm. El género Vaccinium es
un frutal perenne de la familia de las Ericaceas y posee un gran potencial agroindustrial por
sus propiedades fisico-quimicas (Arcos-Torres, et al 2022).

Otros frutos antioxidantes son los del género Citrus, pertenecientes a la familia
Rutaceae, como la toronja (Citrus maxima) y la naranja (Citrus sinensis), la toronja es una
fruta con sabor amargo que contiene vitaminas C y A, fosforo, hierro, niacina, pectina; la
toronja es antihemorragico estomacal y depurativo, se la recomienda para enfermedades
del higado, prostata y rifiones, promueve la eliminacion de liquidos y se recomienda
consumirla cuando se quiere bajar de peso. Estas especies de plantas conocidas por sus
poderes curativos antioxidantes, son citricos que compensan su actividad biolégica, por la
presencia de fenoles; entre ellos, los flavonoides, metabolitos secundarios que se oxidan
facilmente, por lo que constituyen potentes antioxidantes. En esta Familia se encuentran
también: naranjo agrio (Citrus aurantium L.), limon criollo (Citrus aurantiifolia), lima persa
(Citrus latifolia), mandarina (Citrus reticulata) (QOjito et al, 2012).

En el caso de la naranja (C. sinensis), esta tiene alto contenido de acido ascorbico y
acido citrico que ayuda a depurar los tejidos. En el zumo de naranja se encuentra grandes
propiedades beneficiosas para la salud humana por ser microbicida, refuerza las defensas
inmunes, y mejora las enfermedades de las mucosas. Las plantas del género Citrus estan
recibiendo mucha atencién por sus propiedades nutritivas y biolégicas. Las flavanonas,
flavonas y flavonoles son los flavonoides presentes en los citricos. Aunque las flavonas
y los flavonoles se han encontrado en bajas concentraciones en comparaciéon con las
flavononas, han mostrado ser potentes antioxidantes, secuestradores de radicales libres o
agentes que contribuyen a la accion anticancerigena y cardioprotectora, entre otras. (Mite
et al, 2022).

Dentro de este mismo género estan la mandarina (Citrus nobilis) y el limén (Citrus
limonium). La primera fortalece los huesos, tejidos y dientes, abunda su contenido de
fosforo, en su pulpa se concentra el acido oxalico que arrastra sustancias nocivas que
se hallan en la sangre, pudiendo combinarse con elementos tales como el plomo, cadmio
y mercurio, convirtiéndose la mandarina en la fruta ecolégica o descontaminadora del
organismo de los humanos, su parte alcalina es recomendada para las enfermedades del
corazdn (Romero et al, 2021).

Mientras que el limén (C. limonium) previene el escorbuto, el cansancio y molestias
reumaticas; en el libro Frutoterapia se denomina la fruta de mil usos. Se considera el jugo
de limén depura el higado, purifica la sangre. Por su alto nivel de sustancias vitales, acidos,
poder bactericida, enzimas y vitaminas, contribuye a eliminar y quemar desechos retenidos
en el organismo. Es favorable para la hipertension, en las enfermedades cardiovasculares
activando la circulacién sanguinea, reduce la grasa que ocasiona obesidad, enfermedades
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del higado y la vesicula biliar, previene formacion de célculos, diabetes, enfermedades
intestinales, de los pulmones y genitales, en las congestiones y dolores de cabeza. Es
anticoagulante y diurético, por lo tanto, se utiliza para almacenar la sangre destinada a
transfusiones (Romero et al, 2021).

En general, los principales compuestos bioactivos que se han reportado en
los frutos citricos son los flavonoides, flavonoles, antocianinas, flavonas, flavanonas,
carotenoides, cumarinas asi como limonoides. Entre los flavonoides, se encuentran la
hesperidina, narirutina, naringina y eriocitrina (Nakajima, Macedo & Macedo, 2014), cuyas
estructuras quimicas se aprecian en la llustracion 1. Es importante destacar que no todos
los compuestos mencionados estan presentes en todos los citricos, sino que ellos varian
entre si, e inclusive puede haber otros compuestos de interés con capacidad antioxidante

diferente.
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llustracion 1. Estructuras quimicas de los principales compuestos de los citricos. Compuestos fenolicos
tipo flavanonas (Wong et al., 2020).

Caléndula

Otra de las plantas medicinales destacadas es la caléndula (Calendula officinalis),
la cual pertenece a la familia Asteraceae y es originaria de Europa, aunque esta aclimatada
en la region sur de Brasil, donde su cultivo comercial ha ido en aumento para productos
farmacéuticos y con fines cosméticos (Yanaisy, 2021).

Esta planta se utilizaba en la antigiedad como planta ornamental para decorar,
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y en la medicina natural la usaban porque atribuye ventajas en el cuidado de la piel.
Actualmente beneficia a la medicina dermatoldgica como antibacteriana, antiinflamatoria y
hasta cicatrizante porque ayuda a combatir las quemaduras de la piel, desinflama y calma
el dolor, incluso ayuda a recuperar y regenerar la piel. También aplaca las picaduras de
insectos, mejora las afecciones cutaneas, y se usa en casos de acné. La infusion de la
caléndula es recomendada para tratamientos de afecciones digestivas como la gastritis,
dolores estomacales, Ulcera, epistaxis, dismenorrea y amenorrea (Gémez y Lazo, 2022).

Con respecto a los reportes de la capacidad antioxidante de C. officinalis, algunas
investigaciones previas indican la presencia de un contenido significativo de compuestos
fendlicos y de flavonoides en los extractos de diferentes partes de la planta (Ojeda et al,
2020).

Ademas, se incluyen trabajos sobre la caracterizacion preliminar del aceite esencial
de flores frescas y secas de caléndula, el cual fue obtenido mediante dos métodos:
hidrodestilacion (HD) e hidrodestilacion asistida, sefialando que la composicién quimica de
cada una de las fracciones ricas en sustancias fendlicas, le confieren actividad antioxidante
significativa (Torres et al, 2018).

Hierba Luisa

En el mismo orden de ideas, la hierba Luisa (Cymbopogon citratus) es una planta
originaria de la India, pertenece a la familia Poaceae y es facilmente adaptada a las
regiones tropicales (De Lima, 2014). Aunque otros autores la ubican dentro de la familia
Verbenaceae, que son un grupo de plantas caracterizadas por ser aromaticas, las mas
comunes pertenecen a los géneros Aloysia. Duranta, Lantana, Lippia, Petrea, Phyla,
Verbena, entre otros. Extractos obtenidos de Lippias, poseen actividades antibacterianas,
antinflamatorias, antivirales, antifingicas, y antioxidantes, esta ultima actividad biologica
es la mas estudiada, ya que con sus propiedades ayuda al mejoramiento de la salud de los
humanos (Stashenko et al, 2014).

La C. citratus también se destaca por su infusion tranquilizante y porque su accion
antioxidante ayuda a prevenir arterosclerosis, y en consecuencia los efectos posteriores de
esta enfermedad; ademas es antiinflamatoria, antimicrobiana, y antifingica contra hongos
como Candida albicas, también se ha demostrado que es efectiva para tratar el acné, abrir
los poros, curar la sarna y el pie de atleta (Pascal y Maritsa, 2015).

Investigaciones previas indican que las infusiones preparadas con esta planta
medicinal tienen buen contenido de fenoles totales y reportan actividad antioxidante medida
frente al radical DPPH y frente al radical ABTS°*(Gomez et al, 2020).

De igual manera, los extractos de C. citratus en solventes polares, especificamente
agua y etanol, tienen actividad antibacteriana y capacidad antioxidante destacable; con el
alcohol como solvente se logra extraer un mayor contenido de metabolitos secundarios de
esta planta, que repercuten en su porcentaje de inhibicién de los radicales libres; ademas,

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 6

73



se reporta también actividad antibacteriana para extractos de hierba luisa, la cual aumenta
en relacion a la concentracion del mismo (Culqui et al, 2021).

Moringa

La moringa (Moringa oleifera) es una planta perteneciente a la Familia Moringaceae,
nativa de la India y ampliamente cultivada en las regiones subtropical y tropical de todo el
mundo; esta especie es de rapido crecimiento, y es capaz de soportar largos periodos de
sequia, por lo cual se le concedi6 gran importancia en la alimentacion animal en las dietas
de vacunos, cerdos, aves y peces (Cortes, 2016).

Esta planta se consume casi completa, es decir, los consumidores usan sus
hojas, la flor y raices, y se ha establecido que al consumir las hojas de la moringa evita
enfermedades oculares y de digestion, mientras que en la ingesta de las flores aumenta la
produccién de espermas en los hombres, y en la infusion de raiz de moringa es aconsejable
para tratar el reumatismo, la ascitis, picaduras venenosas, y la diabetes (ayuda a disminuir
la glucosa en la sangre). Se ha determinado que en las semillas de moringa contiene una
alta concentracién de actividad antioxidante al haber analizado su composicion quimica
(Estrada et al, 2016).

Otros autores reportan que la moringa posee vitaminas y minerales como hierro,
carotenoides, quercetina, vitamina C, polifenoles, acido clorogénico, entre otros, que le
confieren propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Ademas, tiene un contenido de
proteinas de alrededor del 30%, lo que la hace de interés en el desarrollo de diversos
alimentos funcionales. El polvo de las hojas de moringa presenta un contenido de proteinas
de 398.287 mg/mL, la fraccion mayoritaria fue la fraccion de albuminas con un 67%,
seguido de prolaminas (12%) y globulinas (13%) y en menor cantidad las glutelinas con un
8%. El contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante fue de 19.88 + 4.75
mgEAG/100 g y = 4.75 E-Trolox. Estudios que dan a las proteinas y péptidos bioactivos
presentes en la hoja de moringa aplicabilidad en matrices alimentarias (Antonio-Alegria et
al, 2021).

Adicionalmente, las propiedades antioxidantes de esta planta benefician también
a la industria bananera, en donde se han utilizado los extrantos de M. olifera para reducir
el estrés oxidativo durante la micropropagacion en sistemas de inmersion temporal, como
alternativa para obtener plantas de banano, asi como sistemas convencionales semisélidos
de vitroplantas de banano enraizadas (Castillo et al, 2019).

Con base en esta revision, se hace evidentemente notoria la relaciébn que existe
entre la concentracion de metabolitos, cuya estructura quimica les permita ser clasificados
como antioxidantes, y la actividad biolégica exhibida por las plantas que los producen, por lo
cual son utilizadas como plantas medicinales y, en Latinoamérica se vienen popularizando
desde hace muchos anos, incluso en otras aplicaciones no médicas. De alli la importancia

de describir con més detalle a este grupo de sustancias llamadas Antioxidantes.
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Antioxidantes

Los alimentos de consumo diario contienen antioxidantes, sustancias que impiden la
produccién de dafo tisular causado por radicales libres, lo cual se lleva a cabo mediante la
reduccion o eliminacion de los mismos; ademas, los antioxidantes favorecen la disminucion
del riesgo de enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, neurodegenerativas (Parkinson
y Alzheimer), hepaticas (cirrosis), diabetes tipo 2 e incluso cancer (Coronado et al., 2015;
Fonseca-Garcia et al., 2014; Pérez-Hernandez et al., 2013).

Los antioxidantes son compuestos que protegen a la célula del organismo, interactian
con radicales libres logrando neutralizarlos para evitar dafos en un organismo. Los
radicales libres son atomos de electrones desapareados en su estructura, estos se liberan
durante el metabolismo humano, y también se producen por contaminantes ambientales,
radiaciones (ejemplo: ultravioleta, gamma), entre otros, estos se producen cuando se da
la respiracion celular quedando moléculas residuales originando los radicales libres. Un
radical libre puede afectar un millon de moléculas durante la reaccién o construccion de
una cadena, estos compuestos que se forman, son conocidos como “especies reactivos del
oxigeno” (ERO). Existen dos vias esenciales para resguardar al organismo de los radicales
libres; enzimaticos y no enzimaticos (endégenos y ex6genos) y su interaccion puede ser
intracelular o extracelular (Coronado et al, 2015), como se aprecia en la llustracion 2.

C) Participa antioxidante

A} Macromolécula normal
Antioxidante lipidico
Vitamina E en mis importante
alimentos (Tocoferol)
Electrones utiles para
eliminar radicales

B) Macromolécula normal +
oxigeno se forma radical libre
® g " Electrén no
apareados
/7 ¥ Dona un electrén
— __’_./' (se oxida)
=N £) Control de radicales libres
(no es perjudicial a la célula)

llustracion 2 Interaccion entre los radicales libres y los antioxidantes (Coronado et al, 2015)

Muchas de las plantas medicinales conocidas poseen aceites esenciales, alcaloides
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y polifenoles con funcion antioxidantes que son consumidos en los alimentos. La funcién
antioxidante es un proceso de 6xido-reduccion (proceso cotidiano en el organismo humano)
que consiente en la oxidacion, la cual implica pérdida de electrones de hidrégeno con la
ganancia de oxigeno en la molécula, y la reduccion que significa ganancia de electrones de
hidrogeno con la pérdida de oxigeno (Coronado et al, 2015).

El estrés oxidativo se origina al romperse el equilibrio entre los mecanismos de
defensa antioxidante y la produccion de especies reactivas del oxigeno, lo que lleva a una
complejidad de cambios fisiolégicos y bioquimicos que incitan el deterioro y muerte celular;
este ha sido uno de los causantes de enfermedades como el cancer, diabetes y artritis
(San-Miguel y Martin-Gil, 2009).

Al consumir plantas medicinales, ingresan antioxidantes por el organismo
produciendo la metabolizaciéon y permitiendo un bloqueo a las acciones de los radicales,
por lo tanto, pueden ocasionar una posible reduccion del riesgo de contraer este tipo de
enfermedades, ya que estas plantas tienen altos niveles de fuentes antioxidantes (Reyes,
2017).

Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante es til para valorar la calidad de un
alimento o material nutracéutico, la cantidad de antioxidantes presentes en un sistema,
o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en el cuerpo humano. Los métodos
disponibles realizan la determinacion del efecto potencial de las sustancias antioxidantes,
presentes en los alimentos y en el organismo humano, contra las reacciones de oxidacion.
Algunasinvestigaciones comparanlos resultados de ladeteccion de lacapacidad antioxidante
total (CAT) en muestras de alimentos y plasma humano, mediante la quimioluminiscencia
por fotosensibilizacion (PCL), en contraste con métodos que cuantifican la capacidad de
absorbancia del radical de oxigeno (ORAC) y el poder antioxidante reductor del hierro
(FRAP) (Benitez et al., 2020).

Para determinar la capacidad antioxidante de una especie, se pueden utilizar
diversos métodos experimentales, uno de los métodos méas empelados es el DPPH (siglas
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo) que se basa en dar estabilidad al radical (Coronado
et al, 2015), y permite medir la actividad captadora de radicales libres de una sustancia,
siempre que dicha sustancia contenga grupos OH en su estructura quimica, como por
ejemplo los polifenoles de las plantas, los cuales reaccionan con el DPPH reduciéndolo
a 2,2-difenil-1-pricril hidracina, y esta accion antioxidante de los grupos -OH decoloran al
reactivo DPPH (Echavarria et al, 2009).

Generalmente los extractos de agua muestran mayor actividad antioxidante que los
extractos de etanol y metanol, tanto en la determinacién por DPPH como en la cuantificacion
del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Lo anterior pudo deberse a que el agua
tiene mayor polaridad que el etanol y metanol, y asi puede actuar como mejor secuestrante
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de radicales en comparacion de los solventes con menor polaridad (Jaisan et al., 2015).

Ademas, existen otros modelos de evaluacion del efecto antioxidante, como la
estrategia propuesta en 2008, para calcular la actividad antioxidante (®) de compuestos
y extractos como inhibidores de peréxidos y de diferentes especies reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBA), asociadas a la capacidad inhibitoria del isoespintanol sobre la
peroxidacion lipidica de mantequilla, comparando contra BHT (Butil hidroxi tolueno);
haciendo seguimiento del deterioro oxidativo, y monitoreando la velocidad de aparicion
de peroéxidos con el método FOX (valor de peroxidos) y la capacidad de los compuestos
oxidados para reaccionar con el acido tiobarbiturico (valor TBARS). En este trabajo se
evalua la actividad antioxidante (®), definida como la pendiente de la regresion simple lineal
de ¢o /i contra la concentracion uM, en un modelo de inhibicién de la peroxidacion lipidica
de mantequilla a 60°C, donde o¢i es el efecto de cada concentracion del isoespintanol y o
es el control. (Rojano & Gaviria, 2008). Tal modelo es practico y aplicable a extractos de
especies vegetales.

De igual manera, es comUn en estas lineas de investigacion la determinacion de la
Actividad inhibidora del radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio
(ABTS++). En este método se utiliza una curva de calibracion de Trolox como estandar
y los resultados se expresan generalmente como capacidad antioxidante en pmol de
equivalentes Trolox (TE)/g de EEP (TEAC). Los valores de los resultados se expresan
como la media de tres réplicas y se usa como referencia el BHT (Palomino et al., 2009).

Metabolitos con funciones antioxidantes

Los metabolitos son sustancias o moléculas producidas por el metabolismo de un
organismo vivo. Es importante conocer que existen dos tipos de metabolitos, los primarios
que implementan el desarrollo, y los secundarios que son fundamentales las defensas ante
patégenos (Garcia & Carril, 2011).

En el reino vegetal existe un grupo de metabolitos secundarios conocidos como
compuestos fendlicos (taninos, flavonoides, entre otros.), a los que se le atribuyen
propiedades farmacolégicas de interés, dentro de las cuales se encuentran principalmente
la antiinflamatoria, antiséptica, cicatrizante y antioxidante de la gran mayoria de las plantas
(Rotta et al, 2017).

No obstante, la calidad y cantidad de compuestos clasificados como metabolitos
secundarios, producida por las plantas medicinales esta muy condicionada a factores
bioticos y abibticos relativos a los lugares donde se cultivan y cosechan (Ojeda et al, 2020).

Las plantas son ricas en antioxidantes, enzimas, glutation, moléculas de naturaleza
fendlica y vitaminas, que previenen tanto la auto-oxidacién de los triglicéridos insaturados
(Nieto, Ros & Castillo, 2018), como prueba de su efectividad contra el estrés oxidativo en
los seres vivos (El-Hadary, Elsanhoty & Ramadan, 2019), que igual controlan y reducen el
dano oxidativo en alimentos, causado por especies reactivas de oxigeno, incrementado asi
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la vida de anaquel y calidad del producto (Altemimi et al., 2017).

Una de las familias de plantas que mas metabolitos secundarios aporta (llustracién
3) es la familia Asteraceae, la cual esta caracterizada por sus flores, poseer flavonoides,
alcaloides, terpenos, triterpenos y algunos acidos grasos, por lo tanto, conllevan actividad
antioxidante, en mayor proporcion en sus extractos. De alli que, a diversas especies
de a Asteraceae se les viene utilizando en la industria farmacéutica para contrarrestar
enfermedades cutaneas, en ftratamientos des inflamatorios, antihemorragicos,
anticonceptivos, e incluso en la prevencidn del cancer estomacal (Gémez, 2017).
Morfologicamente estas plantas son herbaceas y arbustivas (Catro y Sosoranga, 2020).

En este punto debemos destacar que, una de las especies ampliamente utilizada
en medicina tradicional, Calendula officinalis pertenece a la Familia Asteraceae (Gomez,
2017).

Familia Nomsbe Especie Parte utilizada | Metabolitos Secundarios
comunes
Hojas, Talles y  |Antraquinonas, Flavonoides,
Charpa fis Fores. Lactonas sesquiterpénicas,
Taninos y Alcaloides.
=i 3l . Hojas, Tallos y | Flavonoides, Lactonas
Chikca :rc;charrs e s ) Flores. |sesquiterpénicas,
’ Taninos, Alcaloides.
) ! Hojas, Tallos y  JAntraquinonas, Flavonoides,
Escorzonera m’guﬂm il Flores. Lactonas sesquiterpénicas,
- Taninos y Alcaloides.
: : Hojas, Tallos y  JAntraquinonas, Flavonoides,
Huarw ash Msr:gflre;:bdsodor W) M Flores. Lactonas sesquiterpénicas,
g - Taninos y Alcaloides.
’ - Hojas, Tallos y  JAntraquinonas, Favonoides,
Karamal "é’l’f“'m"”"” agA Fores.  |Lactonas sesquiterpénicas,
ASTERACEAE o Taninos y Alcaloides.
2 . . k Antraquinonas, Favonoides,
Lumia Mutisia acuminata Ruiz. et Pav. Hojas y Tallos. Taninos y
Alcalodes.
: Antraquinonas, Favonoides,
Amb arbi ML
Marco e Hojas y Tallos  [Lactonas sesquiterpénicas.
Taninos y Alcaloides.
e Flavonoides, Lactonas
Baccharis tricuneata (LF) P. 3
Packlash < (LAP Los, Talos y Fores]sesquierpénicas,
Saponinas, Taninos y Alcaloides.
) Antraquinonas, Flavonoides,
Panas mﬂfﬁ a:;:l ps, Tallos, Fores. Y HLactonas sesquiterpénicas,
Taninos y Alcaloides.
Hojas, Tallos y  |Flavonoides, Lactonas
Ophryosporus peruvanus RM Flores. sesquiterpénicas, Saponinas,
Shequia King & H. Rob. Taninos y Alcaloides.

llustracion 3 Familia Asteraceae (Alvarado, 2017)
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Las plantas con propiedades antioxidantes de la Familia Asteraceae se encuentran
distribuidas por todo el mundo, excepto en la Antartida, comprendiendo aproximadamente
200.000- 300.000 especies, la gran mayoria se ubican en América Latina, especies nativas
de México, situadas en zonas subtropicales, templadas y calidas (Gomez, 2017).

La caléndula es originaria del sur de Asia (Egipto), trasladada para ser cultivada
principalmente en Europa con fines econdmicos, pero en la actualidad se siembra a nivel
mundial, porque esta planta puede resistir diferentes tipos temperaturas, y crece en suelos
ricos en minerales y materia organica (Gomez y Lazo, 2022).

Por su parte, las plantas de la Familia Lamiaceae sintetizan grandes cantidades de
polifenoles antioxidantes, plantas comunmentes utilizadas y que pertenecen a este grupo
son las siguientes: romero, orégano y tomillo; siendo la mayoria de estos consumidos en
diferentes alimentos y como condimentos de cocina. Ademas, se ha reportado que los
polifenoles del romero impiden el crecimiento de bacterias Gram positivas y negativas,
y algunas levaduras. Todas las especies de esta familia contiene aceites esenciales en
sus hojas, y son usadas en la medicina popular como antigripal, digestivo, espasmolitico,
diurético, antiséptico, cicatrizante y repelente de insectos (Salas et al, 2013).

Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos (llustracién 4) son metabolitos secundarios de las plantas,
y muchos de ellos se concentran en los frutos, con funciones fisiologicas distintas. Estos
compuestos naturales tienen caracteres antioxidantes fundamentales para combatir
enfermedades derivadas por el estrés oxidativo, ademas de la accion antioxidante se le
adiciona propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antimicrobianas y antialérgicas,
entre otras; dependen del genotipo de la especie, asi como de la composicion del suelo,
distribucidén geografica y entornos ambientales (Valencia, 2017).

Estilbenos, antraquinonas Ci—C=C,
Flavonoides, isoflavonoides C,-C,-C,
Lignanos, neolignanos (E —_C_}._._
Biflavonoides (C,-C,-C),
Ligninas (E. <€)
Taninos condensados (proantocianidinas) C,-C,-C).

llustracion 4 Clase y estructura de algunos compuestos fenélicos en plantas (Castro-Restrepo et al,
2013)

Los Flavonoides

Los flavonoides (compuestos C6 C3 C6) son derivados de aminoacidos aromaticos;
pigmentos que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes; los
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seres humanos no pueden producir estas sustancias quimicas protectoras, por tal razén
consumen alimentos que aportan antioxidantes (Castro-Restrepo et al, 2013).

Este tipo de compuesto tiene propiedad asociada para la disminucion de
enfermedades cardiovasculares en los seres humanos. Son necesarios para el desarrollo
de las plantas que los producen; en ellas pueden portarse como sefialadores quimicos, y
tiene efectos sobre algunas enzimas ligadas a la fisiologia y metabolismo del vegetal. Se
encuentra con mayor proporcion en frutas, verduras, té y vino (Valencia, 2017).

Estructuralmente, los flavonoides estdn compuestos de dos anillos fenilos, ligados
mediante un anillo pirano. En la actividad antioxidante, los flavonoides son efecto de una
combinacién de sus propiedades quelatantes de hierro y de radicales libres, ademas de
la inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina
oxidasa; impidiendo asi el desarrollo de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperoxidos
organicos. Asociado a esto, se ha visualizado que asimismo inhiben enzimas implicadas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa. La estabilidad o equilibrio
redox del compuesto radical formado por el flavonoide original es lo que determina la accién
antioxidante (Jiménez et al, 2009).

Los Taninos

En el caso de los taninos, éstos son compuestos que estan distribuidos en alimentos
de origen vegetal; los vegetales y frutas tiene la capacidad de acumular taninos en toda la
planta (fruta, semilla, tallo, raiz, hojas). Estas sustancias poseen un elevado peso molecular,
y presentan suficientes grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas, lo cual les conceden
la peculiaridad de formar complejos con proteinas, minerales y otras macromoléculas
(Vazquez et al, 2012).

Debido a su naturaleza quimica, los taninos se convierten en una fuente natural
de compuestos organicos, con la capacidad de curtir la piel, ya que son compuestos de
polifenoles capaces de adherirse a las proteinas de colageno de las pieles de los animales
y realizar el proceso de curtido, otorgandoles caracteristicas naturales como la flexibilidad y
suavidad, principales caracteristicas como curtiente vegetal en el proceso de transformacion
de la piel en cuero (Paz-Diaz et al, 2021).

Estos compuestos también son muy utilizados en la produccion de colorantes,
polimeros, fungicidas y bebidas, en la deteccion de proteinas y alcaloides en laboratorio, en
la industria farmacéutica, en el tratamiento de agua y como adhesivos para la produccion
de tableros aglomerados de madera (Gongalves et al., 2008; Gongalves et al., 2017; Kim et
al., 2007; Mori et al., 2003; Rahman et al., 2014; Vieira et al., 2014)

Los taninos producidos de forma natural a partir de metabolitos secundarios en
vegetales pueden ser encontrados en corteza, hojas, duramen y raices de los arboles,
esta familia de compuestos se puede dividir en dos grandes grupos, los hidrolizables y los
condensables (Volz y Clause, 2001; Zhou y Du, 2019).
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Se ha estudiado la actividad antioxidante de los taninos condensados in vitro,
demostrando que neutralizan el radical libre hidroxilo, por o que pueden ser secuestradores
de radicales libres que inhiben la oxidacion de tejidos, también han confirmado que tienen
la capacidad de evitar la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad y por ello impide la
formacion de trombosis en individuos con padecimientos cardiacos. Los taninos hidrolizados
se estructuran con porciones de glucosa y poliol, y existen estudios de que tienen cierta
actividad anticancerigena y antioxidante (Vazquez et al, 2012).

Los Fitoestrogenos

Otro grupo de metabolitos es el de los Fitoestrogenos, compuestos que antagonizan la
accion de esteroides endogenos en el cuerpo humano. Estos son moléculas no esteroideas
que se encuentran unidos a grupos oxo, ceto, hidroxi o ésteres. Estan compuestos por
isoflavonas y lignanos (Leyva et al, 2011).

Las isoflavonas se centran en la actividad anticancerigena, reducen el riesgo del
cancer de mama; las acciones de estos compuestos actian como inhibidor de enzimas
que participan en el metabolismo de los esteroides, y en el estimulo de la globulina que
enlaza las hormonas sexuales. Los lignanos (C6 C3) son parte del sistema de defensa
quimica de la planta y se consideran como metabolitos secundarios del duramen en los
arboles (Mayor, 2010); son oligbmeros que resguardan a la planta de patégenos y actuan
como antioxidantes (Leyva et al, 2011). Estos compuestos antioxidantes vegetales han
sido determinados para resistir antes infecciones virolégicas, bacterianas y fungicas y los
podemos obtener a partir de diversos alimentos (llustracion 5).

Alimento pg/100 g
Leche de soya 2957.2
Frijol de soya 103920

Tofu 27150.1

Lentejas 36.5

Alfalfa brote 441.4

Ajo 603.6
Brécoli 94.1
Arandanos 17.5
Semilla de girasol 216.0

llustracion 5 Alimentos concentrados de fitoestrogenos

El tipo de metabolitos y la cantidad de ellos producidos por una especie depende de
sus condiciones ambientales. La distribucién geografica de una especie también depende
de la accién de factores ecologicos (bidtico o abiodtico) e historicos (conquistas, economia,

politica), con relacion al medio terrestre, y en este caso la vida vegetal. Cultivos como
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el de la Cafia de azucar, son afectados por condiciones ambientales y diversos factores
biolégicos, que afectan el desarrollo del vegetal, y por consiguiente ocasionan importante
influencia en sus metabolitos (Tobon et al, 2015).

La ciencia que estudia la distribucion geografica de plantas se llama Fitogeografia o
también conocida como Geobotéanica, tratan de conocer el origen, adaptacion y evolucion
del reino vegetal. Gracias a este estudio se ha logrado identificar el surgimiento y localidad,
de diversas especies de plantas a nivel mundial. Las plantas medicinales se han distribuido
con mayor frecuencia a causa de los beneficios curativos que brinda (Katinas et al, 2022).

Por ejemplo, la moringa (Moringa oleifera Lam.) es un arbol originario del sub
Himalaya, pertenece a la familia de las Moringaceae, se localiza distribuida en todo el
mundo, primordialmente en las regiones tropicales y subtropicales. Las hojas de esta
planta han sido utilizadas en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, infecciosas,
desordenes gastrointestinales, cardiovasculares y hematoldgicas (Mas Toro et al, 2017).
Se distribuye en paises como Grecia, Egipto, Pakistan, Nigeria, China, México, Guatemala,
Colombia, Venezuela, Cuba, entre otros paises con clima tropical seco (Estrada et al, 2016).

Las plantas que producen metabolitos antioxidantes, no solo exhiben propiedades
medicinales, también se destacan en otras aplicaciones no asociadas al area médico-
farmacologica, pero con impacto industrial en la elaboracion de pinturas, materiales
anticorrosivos y de recubrimientos. Los inhibidores verdes son una alternativa amigable
para el medio ambiente, ya que nos permiten disminuir ciertos problemas que estan
afectando nuestro planeta, mediante el uso excesivo de los productos quimicos sintéticos.

Existen investigaciones en las que se comparan los inhibidores verdes a base de
frutas (aguacate y manzana verde) versus los inhibidores tradicionales de corrosion de
metales (Agraje et al, 2019). También se ha investigado el potencial de los taninos de la
corteza de Pinus spp para la elaboracion de adhesivos térmicamente tratados (Goncalves
et al., 2021).

De igual manera, el jugo de albaricoque actia como un inhibidor de la corrosion
del acero suave con una eficacia de inhibicion maxima al 75% a 30°C y el nivel maximo
de concentracion del inhibidor (Aprael et al, 2013). En estudios realizados en el 2016, se
indica que la cascara de la nuez de la India (Anacardium occidentale), es efectiva para el
tratamiento superficial de metales, ya que su aceite obtenido, protege los metales de la
corrosion (Garcia et al, 2016).

Potencial antioxidante de las Algas

Ademas de las plantas terrestres, las especies vegetales de origen acuicola también
se destacan como productores de antioxidantes, y muchas de esas son ampliamente
utilizadas en la alimentacion humana y de animales, asi como en areas médicas y
farmacologicas, ya que presentan una variedad de metabolitos con actividad biologica
diversa.
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Las algas son organismos talofiltos (tienen tallo, hojas y raiz) (Turmo, 2016) son
eucariotas fotosintéticos que se encuentran distribuidas en varios habitats, en suelos
himedos, rios, lagos, y océanos (Beatriz Alves de Aguiara, 2022).

Estas especies vegetales tienen caracteristicas unicas que las diferencian de
otros organismos vivos, poseen una gran capacidad de adaptacion a las condiciones
ambientales, siendo capaces de producir una gran cantidad de sustancias biol6gicamente
activas; su facil adaptacion al medio permite su rapido crecimiento, y la manipulacion de
las condiciones en las que se cultivan pueden permitir, asi mismo, la produccion a gran
escala de determinados compuestos. Estos organismos fotosintéticos poseen estructuras
reproductivas simples y pueden existir en forma de organismos unicelulares microscépicos,
o de organismos multicelulares de gran tamano (Ibafez y Herrero, 2017).

Como su diversidad es extensa, las algas se clasifican segin su tamano, en
macroalgas (llustracion 6) como las algas pardas y microalgas como el fitoplancton (Beatriz
Alves de Aguiara, 2022). Una caracteristica destacable de las algas es que contrarrestan

la formacion de radicales libres que provocan oxidacion, gracias a que poseen compuestos
antioxidantes (Melo, 2019).

llustracion 6 Macroalgas de consumo humano: A-B: Sargassum spp., C: Ulva so., D: Gracilaria sp., E:
Bryothamniom sp., F: Hypnea sp. (Espinoza, 2021).

Es importante recalcar los beneficios que las algas nos brindan, aparte de servicios
ambientales que ellas facilitan a la biosfera, como ejemplo la obtencién de oxigeno, aumentar
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el nivel de la fertilidad de suelos y océanos, disminuir el impacto del calentamiento global
mediante la captura de carbono y la formacién de nubes, y formar la base de las cadenas
tréficas de ambientes acuaticos; las algas han sido desde la antigliedad aprovechadas
por el hombre como fuente de alimento, forraje, fertilizantes y remedios para combatir
enfermedades. En la actualidad se les considera un recurso renovable (Salcedo, 2019).

Adicionalmente, podemos mencionar que las algas tienen un potente nivel nutritivo
al ser ingeridas, y han demostrado su relevancia en diferentes areas de la medicina y sus
posibles propiedades a la farmacologia, caracterizando su destacada accion antioxidante
(Beatriz Alves de Aguiara, 2022).

Actualmente se han caracterizado como fuentes de compuestos bioactivos, por
contener metabolitos secundarios, entre ellos compuestos antioxidantes, de los cuales se
puede nombrar a los polisacéaridos, carotenoides y diferentes compuestos fendlicos. En la
actividad antioxidante de estos compuestos, los mas reconocidos son los acidos fenolicos,
flavonoides y los florotaninos (Vidal Novoa, 2021).

Como organismos fotoautoétrofos, las algas poseen la capacidad de producir sus
propias sustancias defensivas contra la oxidacion sin dafar su estructura. Esto las convierte
en una valiosa fuente de antioxidantes poderosos que pueden proteger nuestro organismo
de los efectos daninos de las especies de oxigeno generadas durante el metabolismo
corporal normal. Entre estos antioxidantes se destacan los carotenoides y la vitamina E,
ambos liposolubles y abundantes en las algas. Asimismo, las vitaminas, las ficobiliproteinas
y los polifenoles son otros antioxidantes hidrosolubles presentes en estas especies (Singh
et al, 2016).

Algunas de las sustancias antioxidantes con mayor presencia en las algas se
encuentran agrupadas en la llustracion 6 (Henriquez, 2018 y Michalak, 2015).

Proteinas
Micosporina Aminoacidos
Glutation
Polifenoles
PUFAs
Carotenoides
Tocoferol
Ascorbato

ANTIOXIDANTES

llustracion 6 Propiedades antioxidantes en extractos de algas.

Eltérmino de antioxidantes hace referencia principalmente a pigmentos antioxidantes
como clorofilas, carotenoides y compuestos fenélicos (Henriquez, 2018). Las propiedades

antioxidantes de las algas pueden verse influenciadas por la presencia de moléculas como
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carotenoides, los aminoéacidos de tipo micosporina, los terpenoides y los polisacéaridos
sulfatados, aunque la mayoria de los investigadores creen que los compuestos polifendlicos
como los acidos fendlicos y cinamicos, florotaninos y bromofenoles, estan entre los
principales responsables de esta propiedad (Diaz, 2015).

Anteriormente hemos mencionado que los polifenoles son el conjunto de compuestos
fendlicos mas extenso de sustancias no energéticas en alimentos de origen vegetal, estos
también estan presentes en algas. Son un grupo de moléculas heterogéneas que tienen en
su estructura conjuntos de fenoles, teniendo una fuerte actividad antioxidante para regular
la actividad de algunas enzimas (Rojas, 2018).

También debemos mencionar al acido ascoérbico, mas conocido como vitamina C,
el cual ha sido reportado como una de las vitaminas producidas por diversas microalgas
(Coronado-Reyes & Gonzalez-Hernandez, 2023).

Como metabolito, el &cido ascoérbico es uno de los agentes antioxidantes y reductor
poderoso, que puede reducir la accidén perjudicial de los radicales libres, destacando sus
principales funciones: neutralizar el oxigeno singlete (O,), atrapar radicales hidroxilos,
aniones superoéxidos y regenerar la forma oxidada de la vitamina E. Ademas, ayuda a mejorar
la absorcion del hierro no-heminico en alimentos de origen vegetal. También es importante
y necesario para la formacién y mantenimiento adecuado del material intercelular, sobre
todo del colageno. Esta vitamina no se sintetiza en el organismo, por lo que debe ser
aportada por alimentos que contenga este compuesto (Rojas, 2018).

Las algas marinas tienen una gran fuente de compuestos antioxidantes, con distintas
aplicaciones tanto en preservacion de alimentos como en la prevencion y tratamiento de
diversas enfermedades. La extensa multiplicidad de estructuras quimicas presentes, y
la complejidad de los extractos, hace necesario el fraccionamiento de estos para lograr
identificar qué tipo de compuestos son los que intervienen en la actividad antioxidante.
Con estas estrategias se ha conseguido reconocer y separar varios metabolitos, que por
sus estructuras quimicas son capaces de donar electrones o protones, inhibir reacciones
de oxidacién, entre otras. Los estudios que se han realizado sobre la constitucion de
los extractos algales estan orientados especialmente para la obtencién de antioxidantes
naturales como una alternativa a los antioxidantes sintético (Garcia, 2020).

Para estudiar el potencial antioxidante de las algas de una manera mas eficiente,
debemos tener en cuenta su clasificacion general. Las macroalgas se pueden dividir segun
su color fotosintético, las que presentan clorofila son las algas verdes; las que producen
ficoeritrina, algas rojas; las de pigmento carotenoide que se lo llama fucoxantina presente
en algas pardas. (Beatriz Alves de Aguiara, 2022).

»  Cloroficeas: contienen clorofila, caracterizadas por ser verdes.
+  Feoficeas: algas pardas o marrones por la presencia de fucoxantina.

+  Rodoficeas: pigmento ficoeritrina, tonalidad roja.
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- Cianoficeas: se caracterizan por ser algas azuladas o debido a la presencia del
pigmento ficocianina.

Antioxidantes presentes en algas pardas

Las algas pardas (Phaeophyceae) han sido usadas desde la antigiiedad por parte
de tribus que la utilizaban como laxante de extractos ferméntenos para contrarrestar
venenos de algunos arbustos. Se ha encontrado poder antioxidante en forma de vitamina
E o tocoferol, a parte que es antioxidante, es antinflamatorio. También se ha demostrado
niveles de polisacaridos con actividad anticoagulante.

Este tipo de algas se han destacado por tener extractos con capacidad antioxidante
como fucoidanos, florotaninos, fucoxantina y laminaria. Las moléculas de fucanos y
fucoidanos (formados a partir de a-L-fucopiranosa), otros polisacaridos que se hallan en las
algas pardas, como la laminarina que pertenece a la familia de los glucanos identificados
dentro de las vacuolas de las células, el alginato que es conocido como “carbohidrato
coloidal hidrofilico” y otros metabolitos secundarios, como los carotenoides y los polifenoles,
también se han reportado en la literatura con propiedades antioxidantes. La fucoxantina
es muy importante en la estructura y composicion de las algas pardas, ya que este es el
pigmento organico que les da su color caracteristico y favoreciendo al consumidor (Beatriz
Alves de Aguiara, 2022).

Los polisacéaridos que se encuentran en las algas pardas se hallan principalmente
en forma de fucano y pocos en forma de alginato y laminarina. El fucoidan, polisacarido
dominante, es el compuesto principalmente formado por grupos L-fucosa y sulfato, ha
mostrado actividad antioxidante in vitro e in vivo, incluyendo una mejora significativa en las
enfermedades mediadas por radicales libres (Zhang, 2020).

Se puede realizar ensayos de captacion de radicales libres DPPH, el cual se
utiliza para valorar la actividad antioxidante in vitro de las muestras. Los polisacaridos
proveen hidrégeno o electrones a los radicales libres DPPH para formar moléculas
estables (DPPH-H). El grupo atractor de electrones de los polisacéridos y las estructuras
especificas activan los atomos de hidrégeno en los residuos de azlcar Segun estudios,
se ha demostrado que los polisacaridos sulfatados procedentes de algas pardas poseen
una fuerte accion de erradicacion de radicales libres de DPPH y capacidad de reduccion
(Zhang, 2020).

De las paredes de las algas pardas se realizan extracciones de acido alginico que se
recupera en forma de su sal de calcio o alginato. El alginato es un polimero compuesto de
monomeros de acido D- manurdnico y L-gulurénico que se obtiene de algas pardas como
Macrocystis, Laminaria'y Ascophyllumy se utiliza en la industria farmacéutica y alimenticia
como estabilizante de emulsiones y suspensiones (Salcedo, 2019).

El fucoidan que se encuentra en las macroalgas pardas, es un polisacéarido sulfurado

de la pared celular compuesto por una mezcla de monosacaridos como la glucosa, xilosa,
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fucosa y galactosa, tiene acciones antiinflamatorias correlacionada con su actividad
antioxidante y anticancerigena, debido a que induce la apoptosis celular originando la
actividad de caspasas, 0 suprime la angiogénesis previniendo la formacién de capilares
sanguineos (Salcedo, 2019), también puede aliviar el dafio corporal causado por el estrés
oxidativo mediante la regulacion del sistema de defensas de antioxidantes del cuerpo
(Zhang, 2020).

Algunos cientificos han determinado el potencial antioxidante de diferentes porciones
de un extracto metandlico del alga parda Ecklonia cava (antimicrobianas y anticancerigenas
eficientes), con la utilizacion de varios modelos in vitro, estableciendo el poder reductor y
la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica y de quelar iones Fe?*. Finiquitaron que
las fracciones mas hidrofilicas mostraban mayor actividad antioxidante y guardaban una
relacion directa con el contenido de polifenoles, es decir, que en la composicion del alga
estan presentes diferentes tipos de estos, lo que pudiera explicar las diferencias en la
actividad antioxidante por fracciones. En la utilizacion de métodos y técnicas que evaluan
la actividad antioxidante como ABTS y DPPH, permiti6 identificar una mejor actividad en
las algas pardas. Las propiedades antioxidantes de esta alga pueden aliviar importantes
problemas de salud, como la lesién por estrés oxidativo inducida por alcohol de las células
hepaticas HepG2, por lo cual puede tener una aplicacion potencial perspectiva en el
desarrollo futuro de antioxidantes (Liyuan et al, 2021).

Antioxidantes presentes en algas verdes

En el caso de las algas verdes, éstas producen clorofila Ay B (Beatriz Alves de
Aguiara, 2022) por lo cual requieren estar a niveles cercanos a la luz con el fin producir
fotosintesis para sobrevivir (Garcia, 2020). Los principales heteropolisacaridos sulfatados
de las algas verdes se llaman Ulvas (Ruas-Madiedo, 2015).

Su diversidad varia segun su morfologia y organizacion general, tienen gran
flexibilidad en su desarrollo y metabolismo, llevandolas a colonizar numerosos habitats.
Acumulan almidén dentro del cloroplasto. Su pared celular esta compuesta principalmente
por celulosa, y en algunos casos presenta ademas otros polimeros o esta calcificada. Viven
en ambientes marinos costeros formando parte del nanoplancton, aunque también es posible
encontrarlas en aguas dulces, lagos y rios. Las macroalgas verdes estan compuestas de
muchos polisacaridos, entre ellos destaca el ulvan. Ulvan esta principalmente formado
de series de reproducciones de disacaridos compuestos de ramnosa sulfatada, acido
glucurédnico, y acido idurénico (Consuegra, 2014).

En las algas verdes se han registrado compuestos como hidratos de carbono,
polifenoles, taninos, compuestos fendlicos, esteroides, triterpenos y cardendlidos (Molina,
2019). Los polisacaridos de algas verdes, se componen especialmente de a-I-ramnosa,
xilosa, acido glucurdnico, idurdnico y sulfato. Estos no solo tienen potencial como
antioxidante y material antioxidante para la industria alimentaria, sino que también tienen
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potencial como agente hepatoprotector para la industria farmacéutica (Zhang, 2020).

Las algas verdes del género Ulva podrian ser uno de los mayores en contener
componentes bioactivos adecuados para disefiar alimentos funcionales, aunque en la
actualidad se ha centrado en sus aplicaciones médicas debido a los polisacaridos. Se ha
desarrollo con este tipo de alga nuevos productos que aportan proteinas de alta calidad,
minerales, fibra, acidos grasos esenciales, carotenoides, entre otros (Garcia, 2020).

No existen florotaninos en las algas verdes, los cuales son compuestos fendlicos
altamente polares, pero se han reportado otros fenoles, principalmente el &cido galico
como responsable el de la actividad antioxidante, ademas de la presencia de bromofenoles,
los cuales presentan una polaridad menor acorde a los resultados de las investigaciones de
los cientificos. Estas algas tienen menor contenido fendlico que las pardas, sim embargo
contienen mayor proporcion de proteinas (Consuegra, 2014).

Antioxidantes presentes en algas rojas

En relacion con las algas rojas, estas estan constituidas por los géneros Porphyra,
Palmaria, Gracilaria, Gelidium y Eucheuma. Como grupo, representan una importante fuente
de proteinas que contienen todos los aminoacidos esenciales, que podrian ser beneficiosas
en la prevencion o tratamiento de enfermedades neurodegenerativas causadas por el estrés
oxidativo (Alzheimer y Parkinson) debido a sus efectos antioxidantes (Gutiérrez, 2017).

Las algas pertenecientes a este grupo pueden medir 20 metros de longitud y hasta
2 metros de ancho, se cree que este tipo de algas son las de mayor tamafo (Turmo,
2016). Otro ejemplo son las algas rojas coralinas (rodofitas) que habitan en diferentes
costas, coloreando estas regiones con una hermosa tonalidad roja o rosada, y son tan
duras y afiladas que, de ser pisadas, causarian dolor al pie descalzo. Entre sus diminutas
ramas, muchos organismos se desarrollan y encuentran refugio. La fotosintesis de las
algas coralinas conduce a la formacion de estructuras de carbonatos con una arquitectura
fascinante (Ledn et al, 2019).

Bryothamnion triquetrum (S. G. Gmelin) también es un alga marina roja que crece
en areas poco profundas y por tanto expuesta a notables niveles de radiacion solar.
Esto pudiera conducir a la formacion de radicales libres. Entonces la ausencia de dafos
oxidativos en sus componentes estructurales y fisioldgicos evidencian un eficiente sistema
de defensas antioxidantes (Mannino y Micheli, 2020).

Las propiedades antioxidantes de B. triquetrum se pueden explicar al menos
parcialmente por su contenido en los &acidos fenodlicos t-cinamico, p-coumarico y ferulico,
asi como de otros metabolitos antioxidantes, lo cual la ubica como una promisoria fuente
de antioxidantes naturales con aplicaciones como fitofdrmaco y/o nutracéutico (Vidal et al,
2021).

Con respectos a los polisacaridos de las algas rojas, producen principalmente
galactanos-sulfatados como agar o carragenanos (Ruas-Madiedo, 2015). Un ejemplo de
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ello es el alga roja Schizymenia pacifica, de la cual se aislaron un carragenano lambda, que
resultoé ser un poderoso inhibidor de la transcriptasa reversa del virus de inmunodeficiencia
humana (HIV) y de la adsorcién viral; también se han aislado galactanos activos contra HIV,
herpes simplex (HSV) y otros virus envueltos a partir de las algas rojas.

Otra alga roja es Rhodymenia howeana que se reconoce como un alimento rico
en nutrientes por su elevado valor proteico y bajo contenido de calorias, ademas de
compuestos antioxidantes como polifenoles y niveles altos de hierro y zinc, por lo que
podria ser usado como suplemento de dietas para humanos y animales (Rojas, 2018).

Segun varios estudios, los polisacaridos de las algas rojas tienen menor actividad
de captacion de radicales hidroxilos. Estos pueden aliviar el dafio de los érganos del tracto
digestivo y el higado a través de la mediacion del estrés oxidativo (Zhang, 2020).

La produccion de agar también es un punto de atencion para las algas rojas. El
alga roja Gelidium sesquipedale es el principal recurso en la industria espafiola para la
producciéon de agar de alta calidad. Como consecuencia del proceso industrial para la
extraccion del agar, se generan grandes cantidades de un residuo solido que contiene
importantes cantidades de compuestos de interés como proteinas (21%) y carbohidratos
(37%). Es posible aprovechar el residuo solido a partir de un concepto de biorrefineria,
transformandolo en componentes de interés que puedan ser reincorporados al proceso
industrial. Para ello, se realiza una valorizacion integral del subproducto mediante
tecnologias novedosas y respetuosas con el medio ambiente, que permiten la extraccion de
la fraccion proteica, carbono organico total, polifenoles totales y actividad antioxidante, ésta
Ultima tiene una correlacién positiva con la concentracion de polifenoles totales (Andrés et
al, 2021).

Antioxidantes presentes en algas azul verdosa

Las algas azul verdosas son microalgas que producen antioxidantes como respuesta
a la proteccion de dafo producido por los distintos tipos de estrés, por ejemplo, los rayos
UV y la temperatura. Factores fisicos como la luz conllevan a aumentar carotenoides en las
células de estas algas (Henriquez, 2018).

Las sustancias fotoprotectoras presentes en las algas marinas exhiben una amplia
gama de actividades bioldgicas, tales como la absorcion de rayos ultravioleta, antioxidantes,
inhibidores de la matriz metaloproteinasa, propiedades antienvejecimiento y actividades
inmunomoduladoras. Estas caracteristicas hacen que estas sustancias bioactivas derivadas
de algas marinas tengan un gran potencial para su uso en productos para el cuidado de la
piel, cosméticos y aplicaciones farmacéuticas (Mondal et al, 2020).

Entre las algas azul verdosas mas utilizadas estan las del género Spirulina, que
contienen varios nutrientes, implican alrededor del 65% de proteina, vitaminas E, complejo
B, ficocianina, clorofila, B-caroteno, la superoxido dismutasa, y numerosos minerales.
También presentan altos niveles de acidos grasos poliinsaturados y é&cido linolénico.
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Spirulina se considera la primera procariota encontrada que contienen ferredoxina estable
y facilmente extraible. El pigmento més abundante es la Ficocianina unido a proteinas en
cianobacterias y conforman mas del 20% de su peso seco. En vista de su contenido de
nutrientes, se piensa que es adecuado como un alimento funcional (Giannuzzi, 2017).

La clasificacion de Spirulina como alga verde — azulada se debe a su composicion
quimica, la tonalidad verde es por la clorofila y la tonalidad azulada es por la ficocianina, esta
especie cuenta con diversas aplicaciones, de la espirulina como suplemento alimenticio, en
la salud y la industria (Galarza et al, 2022).

Este grupo de algas también se les conoce como cianobacterias marinas, y son una
valiosa fuente de compuestos bioactivos con diversas aplicaciones en la salud humana,
biocombustibles, cosméticos y biorremediacion (Perera et al, 2023).

Las cianobacterias se encuentran entre los organismos vivos més antiguos del
planeta y se pueden hallar en todos los ecosistemas de la Tierra, desde océanos, rios y
lagos de agua dulce hasta fuentes termales y desiertos. Aparte de su papel ecolégico en
los ciclos globales del carbono y el nitrogeno, las cianobacterias se estan convirtiendo
en un chasis cada vez mas atractivo en la produccién biotecnologica de compuestos de
alto valor afadido, pues los requerimientos para su crecimiento, luz y CO,, son minimos,
gratuitos y abundantes. Si bien diversas cianobacterias, sobre todo Synechocystis spp. y
Synechococcus spp., han sido ya caracterizadas para su aplicacion industrial, muchas de
ellas crecen en condiciones muy concretas, principalmente en condiciones controladas de
laboratorio. Por este motivo, continuamente se buscan nuevas cianobacterias que puedan
utilizarse como chasis o bien aporten genes de interés en biotecnologia. Por lo tanto, es
importante estudiar la diversidad de cianobacterias para poder desarrollar su potencial para
beneficio humano (Baldanta Callejo, 2022).

Estos microorganismos han sido ampliamente estudiados debido a sus propiedades
fotoprotectoras naturales, que se deben a sus sustancias bioactivas Unicas adquiridas
como adaptacion al entorno marino extremo y una serie de parametros fisicos. Entre
las sustancias fotoprotectoras se encuentran aminoacidos similares a la micosporina,
polisacéaridos sulfatados, carotenoides y polifenoles (Pangestuti, Siahaan y Kim, 2018).
Antioxidantes presentes en fitoplancton

El fitoplancton esta compuesto por distintas especies que varian en tamafio (hasta
7 6rdenes de magnitud) y en niveles de organizacion (i.e., unicelular, cenobio, colonial y
filamentoso) (Bonilla and Pick 2017).

La biomasa del fitoplancton es una variable que se usa en estudios de ecologia y en
monitoreos de floraciones de cianobacterias potencialmente toxicas (Lopez Magafa, 2022),
ya que las cianobacterias planctonicas pueden crecer y acumularse formando floraciones
como consecuencia de temperaturas elevadas, enriquecimiento de nitrogeno y fésforo o

condiciones hidraulicas particulares, como el tiempo de residencia y niveles hidricos bajos
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(Bonilla and Pick 2017; Huisman et al, 2018).

Estos organismos producen toxinas peligrosas para el ser humano, lo cual limita o
impide los distintos usos del recurso hidrico y ocasiona cambios en las tramas troficas y la
biodiversidad del ecosistema acuatico (Carmichael and Boyer 2016; SvirCev ef al, 2019).

El caroteno y otros carotenoides, como la astaxantina y luteina, forman parte integral
del aparato fotosintético de las microalgas y funcionan como pigmentos antioxidantes
contra los productos activos del oxigeno que se forman a partir de la fotooxidacion. Existen
varios informes sobre la evaluacién de la actividad antioxidante de algunas especies
pertenecientes a los géneros Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Nostoc, Phaeodactylum,
Polysiphonia, Scytosiphon, y Spirulina (Shaish, Avron, Pick, & Ben-Amotz, 1993).

En general, los carotenoides tienen dos funciones importantes en los organismos
fotosintéticos, actuando como pigmentos accesorios captadores de luz y protegiendo el
aparato fotosintético del estrés mediado por la luz (Skulberg, 2006).

En paises asiaticos las algas han sido consumidas desde épocas milenarias, éstas
se consumen en diversas preparaciones. Mientras que en paises occidentales su utilizacion
es menor. La reciente popularidad de sushi y comida asiatica en paises de Latinoamérica,
como por ejemplo en Chile, ha estimulado el consumo de algas, ademas se incorporan
en diversas preparaciones tradicionales, pero aun asi su ingesta sigue siendo muy baja
(Quitral et al, 2019).

Actualmente, el uso de las algas se enfoca en diversas areas de aplicacion; las
algas son consideradas como el tipo de biomasa con mayor probabilidad de proporcionar
cantidades suficientes de combustibles sin afectar el suministro de alimentos. Se han
desarrollado varias tecnologias con el objetivo de obtener biocombustible a partir de algas
(Piloni, 2019).

Sin embargo, esta revisién deja en evidencia que las algas son un recurso valioso
para la obtencién de sustancias muy Utiles en beneficio de la vida y del ambiente,
especialmente en el campo de aplicacién de los compuestos antioxidantes.

41 CONCLUSIONES

Los resultados de esta revision confirman y mejoran la proyeccion de plantas
medicinales antioxidantes, tanto de origen terrestre como acuicola, como fuente importante
de metabolitos (taninos, polifenoles, flavonoides, fitoestrogenos, polisacaridos, vitaminas),
cuya actividad podria refinarse en sistemas biotecnologicos, para comprender su
comportamiento en escenarios funcionales mas reales y de mayor éxito.

Asi mismo, se gener6 un perfil basado en las experimentaciones de diversos
autores, para producir, transformar y obtener sustancias con aplicaciones antioxidantes
que permitan combatir los efectos de los radicales libres y del stress oxidativo en la salud,

tanto humana como animal.
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Ademas, se destacan otras aplicaciones no asociadas al area médico-farmacologica,
pero con impacto industrial en la elaboracion de pinturas, materiales anticorrosivos y de
recubrimientos, en los que se resaltan los inhibidores verdes de corrosion de metales, asi
como el uso de plantas acuaticas y terrestres para la produccion de sustancias comerciales

y materias primas de diversas industrias.
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THE IMPACT OF CLIMATE CHANGE ON THE
ECOSYSTEM SERVICES OF RIVERS
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ABSTRACT: In 2013, the United Nations’
Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC) outlined climate change as
the modification of the climate resulting from
human activities that affect the composition
of the global atmosphere. This phenomenon
is separate from the natural climate
variations observed over similar periods.
The objective of this paper was to discuss
the impact of climate change on river
ecosystem services. Scientific research
from the last ten years was reviewed. The
2005 Millennium Ecosystem Assessment
report was used as the basis for the study.
It is concluded that the ecosystem services
of provisioning, regulation, support, and
cultural services have been impacted by
climate change, which anthropogenic
factors have accelerated. Pollution in rivers
has diminished the provisioning services
for humans and the aquatic ecosystem.

Data de aceite: 02/10/2023

On the other hand, the ecosystem services
of river regulation and support have been
destabilized by the increase in natural
phenomena such as hurricanes and more
frequent flooding. Finally, the impact of
climate change on rivers, such as reducing
their flows, has resulted in the decrease
of spaces for recreation and cultural
development in society.
KEYWORDS: Anthropocene;
ecology; hydrology; nature

biosphere;

11 INTRODUCTION

Climate change is one of the
greatest challenges facing planet Earth
in the 21st century. With the advent of
industrialization and the excessive increase
in anthropogenic activities, climate change
has accelerated. According to the latest
report from the Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC, 2021), scientists
have been closely observing and studying
the evolution and changes occurring in
terrestrial and aquatic ecosystems and
how climate change has impacted them
[1]. Within aquatic ecosystems, rivers

represent the main source of freshwater
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in the world. Climate change represents a threat to the ecosystem services provided by
these ecosystems, especially for rivers that have low flow and are vulnerable to periods of
drought. Overall, the destabilization of hydrological cycles, rising sea levels, snow melting
in polar regions, and the increase in extreme droughts in various parts of the planet have
led to a decrease in the availability of river ecosystem services for the present and future
generations. The provision of freshwater, aquatic biodiversity, and recreational spaces are
some of the ecosystem services at risk due to climate change. This essay aims to explore
the impact of climate change on river ecosystem services, based on the concept of river
ecosystem services established by the Millennium Ecosystem Assessment Report in 2005

[2].

21 BACKGROUND

2.1 Climate Change

Climate includes a set of changing states in the atmosphere that interact with oceans
and continents on long-time scales, spatial scales, and other variables [3]. However, the
naturally occurring long-term changes have been accelerated by anthropogenic activities
[4]. The Fifth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change of the
United Nations in 2013 defined climate change as “a change in climate that is attributed
directly or indirectly to human activity, which alters the composition of the global atmosphere
and adds to the natural variability of climate observed over comparable time periods” [4].
On 9 August 2021, the IPCC issued a press release highlighting that climate change is
intensifying the hydrological cycle, leading to increased intensity of precipitation, floods,
and more severe droughts in many regions [1]. Similarly, the statement indicates that in
high-latitude regions, precipitation is likely to increase, while it is expected to decrease in
much of the subtropical regions. Additionally, according to the IPCC, there is a prediction
that extreme sea-level events, which previously had a frequency of once every one hundred
years, could become an annual occurrence by the end of the current century. All these
changes have a negative impact on rivers and the biodiversity that inhabits them. Changes
in their physicochemical parameters and adverse events such as wildfires, droughts, and
hurricanes reduce their ecosystem services.

2.2 Rivers and Ecosystem Services

Rivers are ecosystems with continuous or discontinuous water currents and variable
flow that discharge into another river, a lake, a reservoir, or the sea [5]. The term ecosystem
can be defined as the sum of individuals from different species that form a community,
together with the sum of functions and interrelationships that occur among them [3]. Within
ecosystems, there are terrestrial ecosystems, which include forests and deserts, and aquatic

ecosystems, which include rivers, lakes, and oceans, among others. Each component of
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ecosystems produces benefits for humans and the biosphere in general. These benefits
were formally described through the Millennium Ecosystem Assessment (MEA) by the
United Nations in 2005. The assessment defines ecosystem services as the benefits that the
human population obtains, directly or indirectly, from the functions of ecosystems. Similarly,
ecosystem services are classified into provisioning services, regulating and support services,
and cultural services [2,6]. Climate change threatens the survival of aquatic ecosystems,

their ecosystem services, and therefore, the societies dependent on them [7].

2.3 Provisioning Ecosystem Services of Rivers

Provisioning ecosystem services refer to goods or products obtained directly from
ecosystems [2]. River ecosystem services are vital for human well-being, providing a wide
range of benefits that sustain our societies and economies. Rivers are the main source of
freshwater that sustains society. The provision of this precious resource, as well as the food
derived from it, such as fish and shrimp, is of vital importance, especially for communities
with limited agricultural spaces. Additionally, in many regions with elevated levels of poverty,
provisioning ecosystem services directly serves to supply communities and ensure their
subsistence [2, 8-9].

One of the primary provisioning ecosystem services of rivers is the provision of
freshwater for domestic, agricultural, industrial, and recreational purposes. Rivers serve as
natural reservoirs, storing and transporting water across landscapes, making it accessible
to human populations. Surface water extracted from rivers serves as a reliable source
for clean water supply systems, ensuring the availability of clean and potable water to
communities [10]. Furthermore, rivers facilitate irrigation systems, supporting agricultural
productivity and food security [11]. These services contribute significantly to human well-
being and socioeconomic development. Similarly, rivers are crucial habitats for a diverse
array of fish species, supporting valuable fisheries that provide sustenance, income, and
employment opportunities for millions of people worldwide [12]. Rivers serve as spawning
grounds and habitats for many fish species, ensuring their reproductive success and the
maintenance of fish populations [13]. These freshwater fish resources contribute to the
nutritional needs of local communities and function as an economic driver, particularly in
rural areas where fishing is a primary livelihood activity.

In terms of power supply and the provisioning of materials and minerals, the flowing
water in rivers possesses kinetic energy, which can be harnessed to generate electricity
through hydropower systems. Hydropower represents a significant provisioning ecosystem
service provided by rivers, offering a renewable and sustainable source of energy [14].
Dams and other large-scale hydropower plants harness the potential energy of water to
produce electricity, thus enhancing energy security, reducing dependence on fossil fuels,
and mitigating the emissions of greenhouse gases [15]. This service is particularly relevant
in regions with abundant river resources and a need for affordable and clean energy.
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Lastly, rivers function as carriers, transporting sediments, minerals, and nutrients from their
catchment areas to downstream regions. This process results in the accumulation of valuable
sediments and deposits along riverbanks, such as sand, gravel, and minerals. These raw
materials serve as important resources for construction, infrastructure development, and
manufacturing industries [16]. Riverine extraction of these materials supports economic
activities, including building construction, road development, and the production of concrete

and ceramics.

2.4 Impact of Climate Change on the Provisioning Ecosystem Services of
Rivers

Global warming poses significant threats to rivers, impacting their hydrological
patterns, water quality, and ecosystems. Rising temperatures have several adverse
effects on rivers, including altered precipitation patterns, increased evaporation rates, and
changes in snowmelt dynamics. These changes can lead to decreased water availability,
reduced flow, and increased frequency of droughts in some regions [17-18]. Furthermore,
the increase in global temperatures can amplify the occurrence and intensity of extreme
weather phenomena, such as floods and storms. These events have the potential to inflict
substantial harm to river ecosystems, including riverbank erosion and disruption of aquatic
habitats [19-20]. Alterations in temperature and precipitation patterns can likewise impact
the quality of water, as elevated water temperatures have the potential to reduce levels
of dissolved oxygen, trigger a rise in nutrient pollution, and facilitate the proliferation of
harmful algal blooms [21-22]. These impacts on rivers have far-reaching consequences for
the provisioning and supporting ecosystem services they provide.

Climate change brings about numerous alterations in water bodies. These alterations
occur at temporal and spatial scales. In a study conducted by Sabin-Shrestha et al. [23],
the impact of global climate change on low stream flows was examined in the Miami
River watershed in Ohio, United States. The research aimed to evaluate the adaptability
of prominent Global Circulation Models within a specific basin, specifically focusing on
streamflow regimes. The authors employed the Soil and Water Assessment Tool (SWAT) and
analyzed simulated historical and projected streamflow data from ten climate models. Three
future periods (2016—2043, 20442071, and 2072—2099) were compared to a reference
period (1988-2015). The study reported that an average of ten models projected a 19%
increase in low 7-day stream flows in the watershed in the 21st century. Conversely, SWAT-
simulated flows in response to most climate model projections showed a consistent increase
in low-flow patterns. Wang et al. [24] studied the impacts of climate change on streamflow
and water quality in a drinking water source area in northern China. The prediction of future
climate change scenarios for the study area was conducted using long-term meteorological
observation data and employing a combination of global climate models, a statistical
downscaling model, and the Weather Generator of the National Climate Center/University
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of Gothenburg. The authors indicate an overall increase in future precipitation changes
and air temperature. Likewise, the impact of climate change will result in an escalation of
discharge, total nitrogen, and total phosphorus loads within the examined region over the
next three decades, as indicated by model evaluations [24]. Compared to the average value
of the period from 1961 to 1990, the discharge is projected to undergo the most significant
increase (15%), while the increase in total nitrogen and total phosphorus loads will be less
pronounced, accompanied by a broader range of annual fluctuations between 2021 and
2050. Socially, low-income communities whose livelihoods depend on rivers will be the
most affected. People whose income relies on fishing and other water-related activities will
be impacted and will have to seek alternative means to generate income that meets their
basic needs [22].

2.5 Supporting and Regulating Ecosystem Services of Rivers

Rivers provide crucial regulating and supporting ecosystem services that contribute
to the overall health and functioning of ecosystems. These services play a vital role in
maintaining ecological balance and supporting human well-being. Rivers function as natural
flood regulators by absorbing and storing excess water during heavy rainfall or snowmelt
events, thus reducing the risk of flooding downstream [25]. Additionally, rivers help recharge
groundwater by allowing water to infiltrate and replenish underground aquifers, ensuring a
sustainable supply of freshwater [26]. They also facilitate water purification and nutrient
cycling processes, acting as natural filters that remove pollutants and sediments, thereby
enhancing water quality [27-28]. These regulating ecosystem services provided by rivers
are crucial for maintaining the resilience and functionality of both aquatic and terrestrial
ecosystems [2].

In terms of supporting ecosystem services, rivers are fundamental to the functioning
and productivity of ecosystems. These services contribute to the overall biodiversity,
stability, and resilience of riverine and adjacent habitats. Rivers serve as habitats for a
diverse range of species, including aquatic plants, invertebrates, and fish, supporting their
life cycles, reproduction, and feeding [10]. The diverse habitats within rivers, such as riffles,
pools, and wetlands, offer refuge, breeding grounds, and foraging opportunities for a wide
array of organisms [10]. Moreover, rivers facilitate nutrient transport and cycling, as they
transport sediments, organic matter, and nutrients downstream, enriching floodplains and
coastal ecosystems [10,28]. These supporting ecosystem services of rivers are essential
for maintaining the ecological integrity and functioning of entire watersheds. Overall, both
services form the foundations for creating natural spaces for ecosystems to exist and
produce and conserve their diversity [8].
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2.6 Impact of Climate Change on the Regulation and Supporting Ecosystem
Services of Rivers

Climate change is expected to increase its negative effects on the regulation and
supporting ecosystem services provided by rivers. These effects will alter hydrological
patterns, water availability, and the overall functioning of riverine ecosystems. Climate
change-induced shifts in precipitation patterns, increased evaporation rates, and changes
in snowmelt dynamics can result in altered river flows, reduced water availability, and
increased frequency of droughts [18,20]. These changes in water availability can disrupt the
regulating ecosystem services of rivers, such as their ability to regulate floods and maintain
stable water levels. Furthermore, changes in temperature and precipitation patterns can
affect groundwater recharge, which can impact the availability of freshwater resources [26].
These alterations in water availability and hydrological patterns can have cascading effects
on water purification, nutrient cycling, and overall water quality regulation provided by rivers
[27-28].

Areces-Berazain et al. [29] evaluated the potential effects of climate change on the
hydrographic basins of the Bacuranao and Guanabo rivers in Cuba. Their study reported that
any variation in rainfall patterns and temperature in relation to the current climate context will
impact the river and water body pollution, native forest cover, and soil agricultural productivity.
Conversely, Boru et al. [30] investigated the consequences of climate change on streamflow
and water availability within the Anger sub-basin of the Ethiopian Nile Basin. The study
examined the potential impact of climate change on streamflow and water availability in the
specific case of the Anger sub-basin, which is situated in the southern region of the upper
Blue Nile River basin. Employing various logical models, including SWAT, the researchers
projected streamflow under different scenarios for the study periods spanning the 2020s
and 2080s, considering current conditions. The study revealed a reduction of 7.43% in water
resources for the 2020s and a further decrease of 11.3% for the 2080s.

2.7 Cultural Ecosystem Services

Aquatic ecosystems provide spaces for human recreation, reflection, and artistic
inspiration. This benefit is classified as a cultural ecosystem service [2,9]. Rivers are
ideal settings for recreation, especially in ecosystems suitable for boating or swimming.
They offer recreational opportunities such as boating, fishing, swimming, and nature
appreciation, which promote physical and mental well-being and foster a connection to
nature [31]. Additionally, the landscapes observed by visitors in these spaces are often
inspiring and motivating for creating works of art. Rivers have been sources of inspiration for
art, literature, and music, shaping cultural expressions and providing a sense of place and
heritage [32]. Similarly, they are an ideal place for meditation and reflection. Rivers also hold
cultural and spiritual significance for many Indigenous communities, playing a central role
in their traditions, rituals, and belief systems [33]. Moreover, rivers have historically served
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as important transportation routes, facilitating trade, commerce, and cultural exchange
between communities [34].

2.8 Impact of Climate Change on the Cultural Ecosystem Services of Rivers

Climate change is anticipated to have significant impacts on the cultural ecosystem
services provided by rivers, affecting the way people interact with and derive cultural values
from these ecosystems. Changes in river flows, water availability, and water quality can
have profound effects on recreational activities and cultural practices associated with rivers.
Shifts in precipitation patterns and increased frequency of droughts may lead to reduced
water levels and altered river flows, affecting activities such as boating, swimming, and
fishing [20]. Changes in water temperature and quality can impact the suitability of rivers
for recreational use and affect the abundance and distribution of fish species, impacting
fishing traditions and cultural practices [35]. Additionally, changes in river ecosystems may
disrupt the cultural and spiritual connections that Indigenous communities have with rivers,
jeopardizing their cultural heritage and traditional knowledge [33]. In general, spaces to
conduct these activities have been reduced due to climate change. According to a press
release on 9 August 2021, about the latest report from the Intergovernmental Panel on
Climate Change, increased temperatures, prolonged drought periods, and extreme weather
events such as hurricanes will become more frequent. This endangers aquatic ecosystems
as erosion and droughts could reduce river flow, rendering the space unsuitable for
swimming and boating. Ecosystems represent a space for human recreation. For example,
rivers provide an ideal setting for sports and boating. For instance, in Indonesia, the
morphology of the Santirah River has allowed the development of water sports such as
swimming and rowing. The morphological characteristics of this aquatic ecosystem have
led to its development as a sports tourism destination [36]. Nonetheless, the presence of
climate change-induced droughts has posed a significant threat to global water resources.
An illustrative case is the Colorado River, where annual flows between 2000 and 2014
witnessed an average decline of 19% compared to the average recorded from 1906 to 1999
[37].

31 CONCLUSIONS

The ecosystem services provided by rivers have already begun to be affected by
climate change. Ecosystem provisioning services such as freshwater and food provided by
these ecosystems are increasingly threatened by climate change. Severe droughts, wildfires,
and more frequent and intense weather events affect the quality of rivers and directly affect
their ecosystem services. Similarly, the decline in aquatic biodiversity has an impact on
the genetic diversity that flows among rivers. In the case of the regulation and supporting
ecosystem services, the climate regulation provided by rivers, nutrient maintenance, and

other supporting services is at stake due to industrialization and various human activities
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that have accelerated climate change. Lastly, cultural ecosystem services are the benefits
that humans can derive from ecosystems to engage in activities such as meditation and
artistic inspiration. The reduction in river flows, increasing temperature in ecosystems, and
other factors decrease human use of these ecosystems. As shown in the latest IPCC report,
most of the adverse effects we are experiencing, and future generations will experience are
clearly linked to human influence. Immediate social action is the only way to help mitigate

climate change and attempt to reverse its impact on future generations.
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