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Proélogo

Todos los ecosistemas conocidos, marinos y terrestres, basan su existencia y continuidad,
y por tanto su éxito, en un denominador comun relacionado con sus mecanismos internos
de funcionamiento: por un lado, no se desaprovecha nada de lo que se produce, sea
bajo la forma de energia que fuere, y por otro, los organismos superiores situados en la
clspide de la pirdmide tréfica nunca utilizan mas alimento (energia) que la que la base
del ecosistema (produccién primaria) es capaz de generar. Estas dos pautas inamovibles,
claves en la perpetuidad de la vida y la rentabilidad de los ecosistemas, soportan y otorgan
“sostenibilidad” a los mismos.

La economia actual se ha desarrollado de espaldas a esas dos directrices. Cualquier sector
industrial, incluido el pesquero, ha crecido al amparo de dos supuestos sin duda erréneosy
opuestos a los anteriores: considerando que los recursos disponibles (produccién primaria)
eran inagotablesy, portanto, haciendo un uso de ellos por encima de su umbral natural de
produccion y, en segundo término, fomentando un crecimiento exponencial para el cual
no se pensaba existirian limites. Hoy dia sabemos que la Unica economia estructuralmente
estable, y con posibilidades de prevalecer en el tiempo, es la “sostenible”, es decir, aquella
cuya filosofia aboga por la renovacién y cuidado de las materias primas y los recursos en
que se fundamenta cualquier actividad industrial.

La actividad pesquera no es ajena a esta dinamica, y esta sobradamente contrastado el
hecho de que genera una gran cantidad de subproductos que sélo son aprovechados
parcialmente. Igualmente, es conocido el enorme potencial que dichos subproductos
tienen y, la necesidad de hacer un uso completo y sostenible de las materias primas se
abre paso cada dia como uno de los baluartes de la economia. Es por tanto necesario sacar
valor en mayor medida a estas materias primas e introducirlas en canales comerciales que
desemboquen en empresas especializadas en la valorizacion.

De la misma manera, multitud de organismos marinos, especialmente invertebrados
y algas, representan un reservorio inmenso, aln por investigar, que atesora un sin fin
de principios hioactivos y moléculas con actividad terapéutica de sumo provecho en el
campo de la farmacologia. A todos los efectos, podria catalogarse a este variado y diverso,



filogenéticamente hablando, conjunto de organismos como infrautilizado y con un enorme
potencial de valorizacion, si bien por motivos distintos a los subproductos anteriormente
mencionados.

El término valorizacién, muy utilizado en los Ultimos afos, encuentra cada vez mas
posibilidades y adeptos. Cuando se habla de valorizacién, de inmediato pensamos en
productos derivados tradicionales; sin embargo, sus posibilidades son cada vez mas
amplias y, en algunos casos, el destino final que pudiera darse a estos recursos es un
tanto inesperado. Este es precisamente el terreno que nos ocupa y que dara contenido al
presente volumen. Resulta cuando menos chocante, que puedan desarrollarse aplicaciones
biomédicas (de hecho muchas de ellas ya presentes en los mercados) a partir de lo que
hasta hace unos afios se catalogaban como residuos o deshechos. Ciertamente es asi, y
la finalidad que subyace en esta iniciativa es la de hacer un monografico dedicado a este
campo de la investigacién y de la industria.

Tras un analisis pormenorizado, se podria afirmar que las aplicaciones existentes en este
campo giran en torno a tres ejes fundamentales: nutracéuticos (productos derivados
funcionales); moléculas con actividad terapéutica y biomateriales (ingenieria de tejidos
y medicina regenerativa). Todos los capitulos que conforman el presente volumen van
a centrarse en los dos primeros aspectos sefialados, reservandonos el tercero, de igual
importancia que estos, para otra posterior oportunidad.

En los dltimos afios, se han abierto paso irreversiblemente en el mercado los denominados
Productos Derivados Funcionales, también llamados alimentos funcionales o nutracéuticos,
de los cudles, una amplia gama se fundamenta en principios extraidos de subproductos
marinos tales como los aceites poliinsaturados PUFAS, concentrados de colageno, etc.
El avance irrefrenable de esta amplia variedad de productos, cuyo mejor indicador es
su creciente cuota de mercado, se asienta en las nuevas tendencias nutricionales que
fomentan la ingesta de alimentos que, ademas de nutrirnos, mejoren nuestro bienestary
salud, pues es un hecho cientificamente constatado que ambos factores estan intimamente
ligados. Se requieren por tanto alimentos que nos proporcionen un plus de salud, mejoren
nuestras funciones, nuestro bienestar y nos ayuden a prevenir las enfermedades.

Durante millones de afios, las innumerables formas de vida marina han desarrollado
estrategias para la adaptacion, la defensa, el ataque o la comunicacién entre organismos,
generando un ingente arsenal de productos que pueden ser utilizados para mejorar



la salud humana. Los océanos siguen proporcionando nuevas oportunidades para el
descubrimiento de medicamentos, los cuales abarcan una amplia variedad de estructuras
quimicas y funcionalidades que les otorgan gran eficacia hiomédica.

El proyecto de acrénimo MARMED y titulo Development of innovating biomedical products
from marine resources valorisation, al amparo del cual tiene lugar la edicidn de este libro,
centra sus esfuerzos y cometidos, entre otros, en las dos lineas de investigacion descritas.
En Noviembre del afio 2012, y como una de las actividades afines al proyecto, tuvo lugar
un Seminario dedicado integramente a la problematica de los Productos Nutracéuticos y
Alimentos Funcionales de Origen Marino.

El seminario tuvo un notable eco y acogida, y durante su desarrollo, los asistentes dejaron
entrever un gran interés. Nacid asi la idea de publicar este libro en donde quedara recogida
toda la informacién vertida durante aquella Jornada, y que representara un compendio de
los diferentes aspectos que, a dia de hoy, concurren en esta problematica. Adicionalmente,
se optd por completar su alcance afiadiendo otros capitulos complementarios relativos a
Moléculas con Actividad Terapéutica de origen marino, de manera que se cubrieran asf
dos de los ejes identificados como vias de valorizacion biomédica. Manifiestamente, es
intencidén y vocacién de este texto servir de guia y orientaciéon a todos aquellos que quieran
ahondar en estas lineas de trabajo y descubrir sus posibilidades.

Este libro no hubiera llegado a ser una realidad de no haber contado con la desinteresada
colaboraciéon de un amplio nimero de profesionales; nuestro empefio no hubiera llegado
a buen puerto de no mediar su generosa aportacién. Estamos en débito con todos los
cientificosyrepresentantes de empresa que handadoformay contenidoaltexto, aligualque
alya mencionado seminario. A todos ellos, desde estas paginas, agradecemos su altruista
esfuerzo y compromiso, y dejamos constancia de nuestra gratitud y reconocimiento.

Centro Tecnoldgico del Mar
Fundacion CETMAR
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Resumen

Los referentes en alimentacién estan cambiando de forma muy acelerada y se impone
la nocién de que nuestro bienestar y salud dependen, en buena parte, de cuidar mucho
mas nuestra comida, bastante mas alla de las necesidades nutricionales consideradas
clasicamente (Palou, 2006; Palou et al., 2004). Se requieren alimentos que nos proporcionen
un plus de salud, mejoren nuestras funciones, nuestro bienestar y nos ayuden a prevenir las
enfermedades. Hasta hace poco la legislacion existente en los paises europeos, fruto del
equilibrio de intereses sociales y sectoriales, no permitia a los alimentos referirse a estas
propiedades y eso ocurria mientras la ciencia iba aportando pruebas contundentes en
sentido contrario y surgian ejemplos especificos, como el de los esteroles vegetales o ciertas
fibras dietéticas, capaces de reducir substancialmente los niveles sanguineos de colesterol,
un reconocido factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares (cardiopatia coronaria).
Al mismo tiempo la publicidad en el campo de los alimentos-salud, encontraba un campo
abonado para la ambigiiedad e incluso el engafio, con espacio para promocionar muchos
otros alimentos que no han demostrado efectos beneficiosos especificos; enmarafiando a
unos consumidores, conocedores de la existencia de avances cientificos en campos analogos
pero incapaces de poder contrastar la evidencia disponible para el alimento en cuestion,
invadidos por una publicidad cuando menos engafiosa. Habia que poner orden en este caos
y, sobretodo, a la anarquia existente en los mercados causada por una actuacién dispar en
los diferentes estados miembros, con controles, requlaciones e interpretaciones por parte de
la administracién muy diferentes en unos paises y en otros, dificultando el funcionamiento
del mercado Unico en la UE. El Reglamento (CE) N21924/2006, relativo a las declaraciones
de salud (nutricionales y de propiedades saludables) en los alimentos (EU, 2007), ha venido
a poner ese orden, al armonizar las normas que rigen en todos los estados miembros de la
UE, estableciendo criterios claros, aunque mejorables, para que el consumidor pueda confiar



mas en los mensajes sobre las propiedades saludables (health claims) de los alimentos y
sus componentes. Esencialmente, esta legislacion establece que las declaraciones de salud
en los alimentos “deben estar substanciadas cientificamente”, demostradas mediante
pruebas cientificas reconocidas; y fija un organismo independiente, la EFSA, como evaluador
garante de que las declaraciones presentes en el mercado, cuenten con este aval cientifico.
Actualmente, se ha avanzado en este objetivo y s6lo unos 250 health claims o declaraciones
de propiedades saludables estan vigentes, han sobrevivido de entre mas de dos millares que
han sido evaluadas por la EFSA y que antes estaban en el mercado, sin justificacion cientifica
suficiente. Para demostrar efectos beneficiosos, en los pocos casos (11%) en que asi ha sido,
los estudios se han basado en medir el efecto de alimentos o componentes alimentarios
sobre biomarcadores o factores de riesgo, representativos de un beneficio para la salud;
por ejemplo, el efecto de reduccion de los niveles de colesterol sanguineo, antes referida.
Sin embargo, para muchos efectos, incluidos muchos posibles efectos beneficiosos no se ha
podido obtener demostracién al no disponer aun de buenos biomarcadores y en estos casos
los health claims no se han admitido.

En el futuro cercano, la disponibilidad de nuevos biomarcadores y la aplicacién de las nuevas
tecnologias émicas permitiran poder hacer un seguimiento de numerosos otros efectos
beneficiosos para la salud y el bienestar de las personas: nuevos beneficios, nuevos health
claims. Ademas, actualmente el efecto se reconoce como probado sélo si efectivamente se
ha demostrado asi en poblaciones humanas, representativas de la poblacién general o de
una subpoblacion o tipo de personas (por ejemplo, la poblacion adulta, la infantil, la se uno
u ptro sexo, etc.) ala que va destinado el alimentoy el health claim asociado. Pero no todos
los individuos de una poblacién o subpoblacién respondemos igual a los alimentos y a sus
componentes; en el futuro los health claims se podran incluso personalizar, incluso para cada
individuo y ajustados a lo largo de su vida, teniendo en cuenta no sélo sus caracteristicas
genéticas, sino también los cambios epigenéticos, sucesos, experiencias y adaptaciones
que van determinando nuestra alimentacion, estilo de vida y cualesquiera caracteristicas de
nuestro entorno que nos afectan y perfilan nuestra individualidad a lo largo de nuestra vida.

Introduccion

Queremos alimentos que nos den mas salud, bienestar y felicidad, mas alla de cubrir las
necesidades consideradas clasicamente (Palou, 2006; Palou et al., 2004). Durante el siglo
pasado las principales preocupaciones se sucedieron, primero en aseqgurar la disponibilidad
de alimentos basicos, y posteriormente en asegurar su inocuidad y, en Nutricién, evitar las
enfermedades carenciales de vitaminasyotros nutrientes. Hoy las personas en nuestrasociedad



demandan “un plus de salud” a los alimentos (alimentos funcionales), sean en formato
tradicional, como complementos alimentarios o en forma de los denominados nutracéuticos
(se refieren a los alimentos 0, mas generalmente, a los complementos alimenticios que se
ofrecen en forma de pastillas, pildoras, sobres o similares) y los objetivos se concentran, por
un lado en afrontary reducir el riesgo de las denominadas enfermedades crénicas de nuestro
tiempo (enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, diversos tipos de cancer,
osteoporosis, enfermedades autoinmunes, depresion y desérdenes cognitivos, etc.) y, por
otro lado, la mejora de cualesquiera funciones de nuestro organismo, que nos aporte salud,
satisfaccion o, en general, mayores cotas de bienestar.

Satisfacer estas nuevas demandas constituye el primer gran reto en el desarrollo de
nutraceuticos y alimentos funcionales (Palou, 2006; Polledo et al., 2011). El segundo
gran reto, es la nutricién y alimentacion personalizadas (Palou, 2007), cada vez mas a
nuestro alcance gracias a las nuevas tecnologias dmicas. La adopcidon de medidas sociales y
legislativas deberia permitir una definitiva penetracion de los alimentos en el campo de la
salud y el bienestar.

Aqui consideraremos ambos retos, el primero de ellos ya enmarcado y potenciado por
los desarrollos legislativos europeos (badsicamente el Reglamento CE 1924/2006 sobre
declaraciones de propiedades saludables o health claims en alimentos) (EU, 2007); el
segundo, aun en ciernes, fundamenta del desarrollo de grandes proyectos colaborativos en
Europa tales como (BIOCLAIMS, 2010), y se asentara en las bases de datos que permitiran la
nutricion individualizada; y es esencial tenerlos en cuenta en cualquier proyecto competitivo
a medio y largo plazo.

1. El nuevo marco regulatorio europeo de declaraciones de salud
(de propiedades saludables y nutricionales) en los alimentos y el
planteamiento de los perfiles nutricionales

En Europa, el Reglamento (CE) no 1924/2006, relativo a las declaraciones de salud
nutricionales y de propiedades saludables) en los alimentos (EU, 2007), armoniza las normas
que rigen en todos los estados miembros. Se ha avanzado mucho y en este momento existe
ya un registro comunitario de las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables
(http.//ec.europa.eu/nuhclaims/) aceptadas, que son las Unicas que se pueden utilizar
(alrededor del 10% de las evaluadas y que se venian manejando en la publicidad). Junto al
redactado especifico de cada declaracién se establecen unas condiciones de uso (dosis, forma
de ingesta, etc.) para las cuales se ha demostrado el efecto beneficioso. Lo esencial es que



sélo deben permitirse las declaraciones de salud o health claims que han sido demostradas
cientificamente, y se establece un organismo, la EFSA (European Food Safety Authority;
Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria) a quien le corresponde dictaminar si un health
claim ha sido o no demostrado.

Aungue aln no se haya concretado en la practica, la legislacién prevé prohibiciones de
declaraciones nutricionales o de salud para aquellos alimentos que no respondan a un
“perfil nutricional” minimamente saludable (alimentos ricos en grasa saturada, sal, aztcares
sencillos, etc.). Definir este perfil estd siendo, sin embargo, muy controvertido; estaba previsto
para 2009 pero ha sido imposible hasta ahora y puede que la inconcrecién se prolongue
bastante. Laidea subyacente era que, dado que las declaraciones de salud pueden estimular
el consumo de aquellos alimentos que las lleven, no parece razonable que tales alegaciones
beneficien el consumo de alimentos con un perfil nutricional inadecuado. Con todo, aun
sin concretarse, innovar en alimentacién teniendo en cuenta los criterios generales que se
deducen de lo discutido hasta el momento ya esta en los ejes de cualquier directrizinnovadora
en el campo de los alimentos-salud (figura 1). Puede ser que, de momento, sea politicamente
mas correcto sequir diciendo que no hay alimentos buenos o malos (pues es cierto que los
efectos dependen de las dosis); pero el conocimiento cientifico estd aportando cada dia mas
evidencia de que hay diferencias muy marcadas entre los efectos de los distintos alimentos y
componentes de los mismos, y a la larga, no deben ser ignoradas.

Saludables

Acceso a las
declaraciones de
salud ylo A R R
nutricionales

Limitantes

Figura 1. Directrices para la innovacién basadas en el perfilado nutricional. en un ejemplo, para un
producto alimenticio se suman las cantidades (expresadas como porcentajes de la ingesta maxima
recomendable) de los diferentes componentes considerados como menos saludables o limitantes (por
ejemplo: sal, grasa saturada, etc.); la suma de estas cantidades nos dan un valor en el eje de abscisas.
Andlogamente, se suman las cantidades de los componentes considerados -entre ciertos limites- como
mas favorables (por ejemplo: fibra, dcidos grasos poliinsaturados, esteroles vegetales, etc.), y el valor
obtenido se situa en el eje de ordenadas. Alimentos, que estén situados como en la figura tenderdn a
modificarse en el sentido indicado por las flechas.



En el futuro (ya emergente) la idea de favorable o desfavorable puede ser diferente para cada sector
de poblacién caracterizado por determinadas tendencias genéticas o adquiridas (por ejemplo, de
riesgo cardiovascular). En todo caso, estas coordenadas nos dan la posicién del alimento en el espacio
bidimensional (en la figura se representan dos posibles productos, en forma de rectangulos). De esta
posicién podemos deducir la direccién de las modificaciones que conviene introducir para obtener
un producto con un mejor perfil nutricional. En un futuro a medio/largo plazo, (en el modelo tedrico
propuesto, no ajustado a la situacién actual) la zona del cuadrante superior izquierdo podria dar
acceso a las declaraciones de salud y en esa direcciéon deberian dirigirse las innovaciones orientadas
a perfiles més saludables.

Todo ello transcurre en paralelo a la perspectiva de una mejor y mas facil formacion e
informacién alimentaria del consumidor y los cambios irdn dando paso desde una posicion
paternalista de la administracién (con recomendaciones generales de comer saludable y
variado en general), hasta una situacion que propicia mas la eleccion fundamentada del
consumidor de aquellos alimentos e ingredientes de la dieta que mas le convengan a su
salud y bienestar, cada vez mas de forma personalizada.

El nuevo Reglamento (CE) 1924/2006 contiene los siguientes 3 aspectos fundamentales
(EU, 2007):

1. El'mandato de que las declaraciones de salud deben estar substanciadas cientificamente,
y que tal acreditacion depende de una opinién independiente, la EFSA (European Food
Safety Authority). Esto se ha implementado ya y se continua avanzando.

2. Sélo los alimentos con perfiles nutricionales apropiados podran llevar declaraciones
de salud. El concepto de perfil nutricional (véase mas adelante) es, sin embargo,
controvertido y no se han cumplido las previsiones: no se han establecido dichos perfiles.

3. La proteccion de la propiedad intelectual (por 5 afios) de los resultados o datos —en la
practica el derecho exclusivo a utilizar un health claim— de estudios e investigaciones que
la EFSA haya considerado determinantes para informar favorablemente la acreditacion
de una declaracion de propiedad saludable. Ello supone un enorme estimulo ala 1+D en
el sector alimentario, aunque inciden limitaciones importantes.

1.1. Tipos generales de declaraciones de salud en los alimentos y subtipos

Las declaraciones de salud, siendo todas de tipo voluntario, pueden ser: a) nutricionales,
las que se refieren al contenido o composicion que se desea declarar en un alimento; y b)
de propiedades saludables (comtnmente llamadas health claims), las que se refieren a los
efectos que los alimentos (o componentes de los mismos) ejercen sobre nuestra salud.

En su formulacién juridica, se entiende por «declaracién nutricional» cualquier declaracion
que afirme, sugiera o dé a entender que un alimento posee propiedades nutricionales



benéficas especificas con motivo del aporte energético (valor caldrico) que proporciona,
que proporciona en un grado reducido o incrementado, o que no proporciona; y/o de
los nutrientes u otras sustancias que contiene, que contiene en proporciones reducidas o
incrementadas, o bien que no contiene. Por su parte, se entenderd por «declaracion de
propiedades saludables» (health claims) cualquier declaracién que afirme, sugiera o dé
a entender que existe una relacion entre una categoria de alimentos, un alimento o uno
de sus constituyentes, y la salud. Ademas, se entendera por «declaracién de reduccidn
del riesgo de enfermedad» cualquier declaracion de propiedades saludables que afirme,
sugiera o dé a entender que el consumo de una categoria de alimentos, un alimento o
uno de sus constituyentes reduce significativamente un factor de riesgo de aparicién de una
enfermedad humana.

1.2. Declaraciones nutricionales

En el caso de las declaraciones nutricionales (referentes al contenido o componentes de un
alimento), las Unicas que son actualmente posibles son las que aparecen en el Anexo del
Reglamento y que en 2013 eran unos 30 tipos de declaraciones cuya relaciéon actualizada
puede consultarse en el registro europeo (http://ec.europa.eu/nuhclaims/) o en su
adaptacién espafiola disponible en AESAN (http://www.aesan.msc.es/AESAN/web/cadena
alimentaria/detalle/registro_comunitario_declaraciones.shtml). Se trata de declaraciones
del tipo de “bajo contenido en sal/sodio”, “fuente de”, “rico en”, etc.: es decir, sujetas
a limites cuantitativos claramente establecidos. Tal anexo es modificable, incorporando
nuevas posibilidades o alterando las existentes, previa justificacion cientifica (informada por

EFSA) y en los términos expresados por la reciente Reglamentacion Europea.

2.Declaraciones de propiedades saludables o HEALTH CLAIMS

Dentro de los health claims, podemos distinguir: b1) declaraciones de propiedades saludables
funcionales (Articulo 13 del Reglamento); y los dos subtipos referidos en el Articulo 14: de
reduccidn de riesgo de enfermedad y las relativas al desarrollo y la salud de los nifios.

Ademas, desde otro dngulo, pueden distinguirse las declaraciones de salud funcionales-
genéricas (articulo 13.1)(las puede llevar cualquier alimento que redna las condiciones
de uso establecidas para la declaracion) respecto de las funcionales basadas en pruebas
cientificas recientemente obtenidas y/o que incluyan una eventual proteccidn de los datos
sujetos a derechos de propiedad (articulo 13.5)(estas Ultimas con un periodo de proteccion



0 uso exclusivo del solicitante de 5 afios). Ambos tipos de declaraciones pueden acreditar
a un alimento, a una categoria de alimentos 0 a un componente alimentario que puede
encontrarse en diferentes alimentos o productos, o pueden acreditar a un producto o a una
marca o linea de productos concretos.

Sélo 248 declaraciones de propiedades saludables o health claims han sido acreditados
(incluidas en el Registro comunitario, a principios de 2014), entre un total de 2123 solicitudes
registradas y evaluadas. Una tasa de éxito del 711,5%. La mayoria (70%) corresponden a los
nutrientes tradicionalmente considerados esenciales (vitaminas, acidos grasos esenciales y
minerales esenciales).

Una declaracion debe estar fundamentada cientificamente mediante la toma en
consideracién de la totalidad de los datos cientificos disponibles y la ponderacién de las
pruebas o evidencias. En el caso de los health claims, deben distinguirse los diferentes
procedimientos para su acreditacion, que es diferente para las declaraciones funcionales
(Art.13.7) incluidas en la lista de preexistentes en el mercado (Art.13.3), para las nuevas
que se tuvieran que ir incorporando a la referida lista (Art.13.5) y para las declaraciones de
reduccion de riesgo de enfermedad o las relativas a los nifios (Ar.14).

2.1. La lista de claims funcionales. Un proceso complejo y controvertido (Articulos 13.1y
13.3 del Reglamento)

Se trata de la lista de claims ganadores, los que pueden continuar en el mercado, de entre
los mas de dos mil propuestos. En el caso de las declaraciones funcionales (Art.13.1), el
primer paso fue considerar la practica totalidad de las preexistentes en el mercado, en los
diferentes paises de la UE, para determinar cuales de ellas podian sequir utilizandose y cuales
no. Se trataba de obtener una lista positiva, y se arbitré un procedimiento para recoger las
solicitudes de las partes interesadas en cada estado miembro, que deberian ser remitidas
a la Comisiéon a mas tardar el 31 de enero de 2008, acompafiadas de las condiciones
de aplicacion y de las referencias de justificacion cientifica pertinentes. Al respecto, el
Reglamento establece que, previa consulta a la Autoridad, la Comisién debia adoptar una
lista comunitaria de declaraciones permitidas y todas las condiciones necesarias para el uso
de dichas declaraciones a mas tardar el 31 de enero de 2010; lo que no se ha cumplido hasta
3 aflos después, y subsisten dudas.

El proceso fue mucho mds complicado de lo previsto; de hecho, practicamente ninguno
de los plazos previstos se cumplié y se han producido, sobre la marcha, diversos ajustes o



adaptaciones muy relevantes y controvertidos. Inicialmente se plantearon mas de 40.000
posibilidades de claims, que se habian preparado en los distintos paises sin instrucciones
clarasy con un rigor en su preparacion bastante diverso dependiendo del pais, por lo que se
tuvo que proceder a un cribado o filtrado de las duplicidades, unificando claims y alimentos
similares, eliminando propuestas claramente desenfocadas, etc., y cabe reconocer que no
hubo unas reglas de juego claramente establecidas y expuestas para permitir una efectiva
intervencién de empresas y otras partes interesadas. Al final, tras mas de 3 afios (2007 a
2010) se pudo completar una lista, primero provisional y posteriormente consolidada con
4637 entradas (denominadas IDs); y se emplearon mas de 3 afos (2008 a 2011) en su
evaluacion cientifica por el Panel de EFSA. Fue un proceso de gran impacto en el sector, con
trascendencia mediatica importante y en el que, en lugar de lo deseado por las empresas,
no hubo una unica publicacion de la EFSA conteniendo las opiniones sobre todos los claims
propuestos (ningln solicitante deseaba el protagonismo para sus claims rechazados, vy
mucho menos en solitario), ni tampoco una sucesién de opiniones a medida que se fueron
adoptando (la practica habitual de los Paneles de EFSA). Se optd por una forma intermedia,
y se fueron haciendo publicos, sucesivamente, cuatro paquetes de opiniones.

Entre los numerosos aspectos de este proceso destaca que, ante las perspectivas de
una evaluacién cientifica desfavorable que hubiera afectado, de modo generalizado, a
practicamente todos los productos/extractos botanicos, el 27 de septiembre de 2010 la CE
decidié excluirlos de la evaluaciony quedaron (atin lo estan) pendientes de futuras decisiones
o soluciones técnicas o politicas. El problema se puso de manifiesto cuando se constaté que el
Panel de EFSAno podia aceptar (teniendo en cuenta los criterios derivados del Reglamento) el
uso tradicional (la denominada “evidencia histdrica”) como prueba sélida determinante de
substanciacion cientifica de los claim. Dado que este uso tradicional (evidencia histdrica) es
el principal elemento que se tiene en cuenta para aceptar “productos botdnicos medicinales
tradicionales”, a veces con idéntica composicion e indicaciones que los productos botanicos
clasificados como alimentos (complementos alimentarios), el no aceptar este tipo de
evidencia hubiera conducido a rechazar los claims en los complementos alimentarios
mientras que los mismos productos, si se tramitaban como productos medicinales, podian
acceder a claims similares. Estarfamos ante una situacion de competencia “aparentemente
injusta” entre dos sectores econémicos rivales, teniendo en cuenta que un mismo producto
puede ser considerado un complemento alimentario en un Estado de la UE y, al mismo
tiempo, como un producto medicinal en otro. Ademas, con el funcionamiento del mercado
Unico no hay barreras entre paises y los productos circulan libremente.



Adicionalmente, en este proceso se emplearon 2 afios (2009-2011) para preparar la
propuesta de Reglamento con la referida “lista” (acuerdo del comité SCOFCAH, formado por
los estados miembros y CE). Fue sometida al Parlamento Europeo que, tras rechazar una
objecion (basada en agravios comparativos y procesales) la aprobd finalmente el 21 de marzo
de 2012 (EC, 2012) y dicho Reglamento entré en vigor el 14 de diciembre de 2012 e incluyd
una lista de 222 claims permitidos. Posteriormente, se producen dos modificaciones(EC,
2013(a), 2013(b)) pues esta lista se ha completado con nuevas disposiciones legales que
incluyen 6 claims adicionales con entrada en vigor en Enero de 2014 (EC, 2013(b)), y otros
3 claims que entraron ya en vigor de modo inmediato(EC, 2013(a)), como corresponde a los
claims que llevan consigo derechos de propiedad a favor de los solicitantes. Cabe resaltar que
el uso de estos claims “en propiedad” queda en manos de los solicitantes durante un periodo
de 5 afos, y estd basado en lo dispuesto en el Articulo 21 del Reglamento, ya que los datos
obtenidos fueron considerados por el Panel de EFSA, determinantes para acreditar el claim.

Asipues, hasta el momento se han aprobado 237 claims funcionales (definidos por el articulo
13.1). Y estos son los health claims que, de entre los preexistentes en el mercado, pueden
seguir utilizandose en la publicidad que se refiera a efectos funcionales, beneficiosos para
la salud de los alimentos; junto a un pequefio nimero de otros claims (los definidos en el
articulo 14y que se consideran en un apartado posterior).

Entre los claims funcionales, estd claro que los ganadores han sido las vitaminas y los
minerales esenciales considerados tradicionalmente. Son la mayoria de los aprobados; junto
a ellos, destacan ejemplos aislados de éxito, tales como algunas fibras dietéticas (control de
la glucosa sanguinea, colesterol sanguineo, control del peso), Un Unico caso de probidtico
(resistencia a digestion de la lactosa); polifenoles de aceite de oliva (antioxidantes de lipidos
de las lipoproteinas LDL); nueces (mejora funcional de los vasos sanguineos), sustitutos de
comidas (control del peso), acidos grasos esenciales (funcién cardiaca normal); una serie de
sustitutos del azucar, como xilitol y sorbitol (mantenimiento de la mineralizacion dental o en
disminucion de la respuesta glucémica después de las comidas); bebidas con carbohidratos
y electrolitos (deporte, actividad fisica) y creatina (ejercicio intenso de corta duracién), entre
otros (véase la lista en http://ec.europa.eu/nuhclaims/).

Con la adopcidon de la “lista”, se dié un paso trascendental en la implementacion practica
del Reglamento, si bien siempre acompafado de mucha controversia pues subsisten las
dudas de si estamos ante “la lista” (prevista en el Art.13.3 del Reglamento) o ante “una
lista”, es decir silo que se adoptd es sélo una “lista incompleta” (faltarian, por ejemplo los
productos botdnicos excluidos, quizas temporalmente, de la evaluacién por la CE).



2.2.Sevan air introduciendo cambios en la lista

Esta previsto en el Reglamento que todo cambio de la lista, basado en pruebas cientificas
generalmente aceptadas, se adoptard previa consulta a la EFSA, y esto puede hacerse
por dos vias: a) de acuerdo con el Articulo 13.4, a iniciativa de la Comisidn o a peticidn
de un Estado miembro, basado en pruebas cientificas generalmente aceptadas; y b) de
acuerdo con el articulo 13.5, a iniciativa de parte (empresas, tipicamente), las basadas en
pruebas cientificas recientemente obtenidas y/o que incluyan una solicitud de proteccion
de los datos sujetos a derechos de propiedad (excepto las que se refieran a los nifios,
que deben autorizarse de forma similar a las de reduccidn de riesgo, segun se indica mas
adelante).

La opcion por una de las dos alternativas puede conllevar ventajas e inconvenientes. En el
primer caso (via estado miembro), la solicitud no estd sujeta a una normativa estricta, y
puede dar lugar a adaptaciones de la solicitud durante el proceso, fruto de reflexiones o
didlogo entre las representaciones, etc., lo cual puede ser til especialmente cuando el caso
no esté claro, forme parte de un conjunto de posibles casos de interés mas amplio, o debido
a su naturaleza, o a posibles conflictos con otras legislaciones, etc., pero los plazos pueden
alargarse mucho. Enelcasode unasolicitud via articulo13.5, la normativa aplicable, las guias
para la preparacion de la propuestas y las reglas de juego en general, estan delimitadas de
forma mas precisa, pero también es cierto que existe una incertidumbre derivada de la poca
experiencia registrada y que hay una tradicién (que no se prevé vaya a cambiar) de escasa
comunicacion entre el solicitante y la EFSA, que pueden hacer ponderar mejor (dependiendo
de las circunstancias concurrentes en cada caso) la otra opcidn.

En particular, los mas recientemente aprobados se refieren a ciruelas (funcién digestiva);
alfa-ciclodextrina (respuesta glucémica postprandrial); varios claims relativos a dcidos grasos
omega-3, adicionales a los ya aprobados en la lista incial (control de triglicéridos y presion
sanguinea) y Fructosa (glucémia).

2.3. Health claims de reduccidon de riesgo de enfermedad, de crecimiento y salud de los
nifios, y los funcionales basados en nueva ciencia.

Los claims del Articulo 14 (de reduccion de riesgo de enfermedad vy los relativos a crecimiento
y salud de los nifios) se tramitan a instancia de empresas o partes interesadas, a través de un
estado miembro de la UE (que ejerce un mero control administrativo) y son evaluadas por
la EFSA, caso por caso.



Elmismo procedimiento se aplicaalas declaraciones de propiedades saludablesfuncionales
correspondientes al Articulo 13.5 (basadas en pruebas cientificas recientemente obtenidas
y/o las que incluyan una solicitud de proteccién de los datos sujetos a derechos de
propiedad). Estas se incluyen en un anexo aparte del Registro Comunitario, haciendo
constar el hecho de estd proteccion del uso de tal declaracion (por 5 afios a favor del
solicitante), salvo en caso de que un solicitante posterior obtenga autorizacion para la
declaracion sin referencia a los datos protegidos por derechos de propiedad industrial del
solicitante original. Esta disposicién contiene una clara intencionalidad de estimular la
[+D+i en el sector alimentario, si bien existen algunas incertidumbres y ni de lejos es el
mismo esfuerzo la simple complecién de un proceso de substanciacion que el desarrollo
de todo un programa encaminado a ello, incluidos los inicios que pueden haber sido mas
dificiles y costosos que la propia finalizacién. La aplicacidn en la practica de esta disposicion
supone un verdadero reto, también en el campo juridico.

2.4. Claims funcionales basados en basados en nueva ciencia y/o que incluyan proteccion
de datos en propiedad (Claims del Articulo 13.5).

Junto a los claims sefialados anteriormente y aprobados para un uso generalizado, hasta
Enero de 2014 se han aprobado unos pocos claims conllevando derechos de propiedad a
favor del solicitante (5 afios) y basados en nueva ciencia. El claim pionero fue para dos tipos
de extractos acuosos de tomate, para el mantenimiento normal de la agregacion plaquetaria
y el flujo sanguineo normal. Otros 3 aprobados recientemente (EC, 2013(a)) han sido:
Mantenimiento de la mineralizacion dental (Bebidas acidas no alcoholicas reformuladas);
menor incremento de la glucemia en comparacion con productos bajos en SDS (Slow Digestive
STArch) (Almidon de digestion lenta), mantenimiento de la elasticidad de vasos sanguineos,
que contribuye al flujo sanguineo normal (flavanoles de cacao). En la tabla 1se indican estas
primeras 4 declaraciones de propiedades saludables funcionales acreditadas en base a
nueva ciencia (basadas en pruebas cientificas recientemente obtenidas y/o con proteccion
de los datos sujetos a derechos de propiedad)

2.5. Los Health Claims de reduccion de riesgo de enfermedad

Una declaracién de riesgo de enfermedad no puede expresarse como de “prevencion” de
la enfermedad sino como de “reduccidn de un factor de riesgo” de la enfermedad. Asi, el
Reglamento precisa: “se entenderd por «declaracion de reduccion del riesgo de enfermedad»



Nutriente, sustancia,

alimento o categoria de
alimentos

Concentrado de tomate
soluble enaguay ll

Bebida acida, no
alcohdlica y reformulada
con:

Menos de 19 de
hidratos de car bono
fermentables por
100 ml (azicares y
otros hidratos de
car bono excepto
polioles).

Calcio desde 0,3
hasta 0,8 moles por
mol de acidulante.

pH entre 3,7y 4,0.

Almidon de digestion
lenta

Flavanoles del cacao

Declaracion

El concentrado de
tomate soluble en
agua ly Il contribuye
a mantener la
agregacion de
plaguetas normal,
lo cual favorece una
buena circulacion
sanguinea

La sustitucién de
bebidas acidas que
contienen aztcar,
como los re frescos
(tipicamente de 8 a
12 g de azticares/100
ml) por bebidas

re formuladas
contribuye al
mantenimiento de la
mineralizacién den
tal (*).

El consumo de
productos con un
elevado contenido
de almidon de
digestion lenta
incrementa menos
la concentracion

de glucosaenla
sangre después de
una comida que los
productos con bajo
contenido de almiddn
de digestion lenta

(**)'

Los flavanoles

del cacao ayudan
a mantener la
elasticidad de los
vasos sanguineos,
lo que contribuye a
un flujo sanguineo
normal (¥**).

Numero del boletin

Condiciones de uso de la declaracion de Ia EFSA

Informacion al consumidor de que
el efecto beneficioso se obtiene

con un consumo diario de 3

gramos de concentrado de tomate
soluble en agua | 0 150 miligramos
de concentrado de tomate soluble
en agua Il en hasta 250 mililitros de

zumos de frutas, bebidas aromatizadas 0-2009-
: 00229y Q-2010-
o0 bebidas de yogur (a menos que el 00809

nivel de pasteurizacion sea elevado), o

con un consumo diario de 3 gramos de
concentrado de tomate soluble en agua

1 0150 miligramos de concentrado de
tomate soluble en agua Il en complementos
alimenticios tomados con un vaso

de agua u otro liquido.

Para poder llevar la declaracién, las bebidas
acidas reformuladas deberan ajustarse a

la descripcion del alimento objeto de la
declaracién.

2010;8(12):1884

Esta declaracién tnicamente puede utilizarse
en alimentos en los que los hidratos de car
bono digeribles proporcionen al menos

el 60 % de la energia total y en los que,
como minimo, el 55 % de estos hidratos de
carbono sean almidén digerible, del cual

al menos el 40 % sea almiddn de digestion
lenta.

2011;9(7):2292

Se informard al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene con una ingesta diaria
de 200 mg de flavanoles del cacao.

Esta declaracién tnicamente puede utilizarse
para bebidas de cacao (con polvo de cacao)
o0 para chocolate oscuro que proporcionen,
como minimo, una ingesta diaria de 200

mg de flavanoles del cacao con un grado de
polimerizacion de 1a 10.

2012;10(7):2809

Norma
comunitaria

Decisién de

la Comision
2009/980 de 17
de diciembre de
20009; y Decisién
de la Comisién
2010/770 de 13 de
diciembre 2010

Decision de

la Comision
851/2013 de 03
de Septiembre de
2013

Decision de la
Comisién
851/2013 de 03
de Septiembre de
2013

Decision de la
Comisién
851/2013 de 03
de Septiembre de
2013

Tabla 1. Las cuatro primeras declaraciones de propiedades saludables funcionales acreditadas en
bases a nueva ciencia (Articulo 13.5 del Reglamento)



cualquier declaracién de propiedades saludables que afirme, sugiera o dé a entender que
el consumo de una categoria de alimentos, un alimento o uno de sus constituyentes reduce
significativamente un factor de riesgo de aparicién de una enfermedad humana”. Asi por
ejemplo, en el caso de los esteroles vegetales (la primera que se informd favorablemente
por el Panel de la EFSA, en 2007) la redaccion es: Se ha demostrado que los fitosteroles
(esteroles vegetales) disminuyen/reducen la colesterolemia (la concentracion de colesterol
en sangre). Una tasa elevada de colesterol constituye un factor de riesqo en el desarrollo de
cardiopatia coronaria.

Estas declaraciones de reduccion de riesgo deben acompafarse de una exposicion en la
que se indique que la enfermedad a la que se refiere la declaracién posee mdltiples factores
de riesgo y que la alteracién de uno de estos factores de riesgo puede tener o no un efecto
benéfico. Todo ello debe indicarse ademas de cualesquiera otros aspectos que correspondan
segun el tipo de alimento; por ejemplo, si se trata de alimento autorizado bajo la legislacidn
de nuevos alimentos (Novel Foods) (EU, 1997) le corresponden unas obligaciones de
etiquetado que se establecieron en la propia decisién de autorizaciéon o en Reglamentos o
disposiciones adicionales; por ejemplo, en el caso de los esteroles vegetales, corresponde
indicar que el producto es sélo para las personas que desean reducir su colesterolemia, entre
otros aspectos.

En la tabla 2 se indican las declaraciones de reducciéon de riesgo de enfermedad, sélo 11
autorizadas hasta Enero de 2014. Por el escaso nimero de las acreditadas ya puede deducirse
que la substanciacién cientifica de este tipo de declaraciones es muy exigente y, en principio,
requiere de un esfuerzo de I+D muy considerable.

Los claims ganadores de reduccién de riesgo de enfermedad, se iniciaron con la aprobacion
de los esteroles y estanoles vegetales, que reducen el colesterol sanguineo, un factor de
riesgo de enfermedad cardiaca coronaria, y hasta enero de 2014 han sido 11 los claims de
este tipo (tabla 2).

2.6. Los Health Claims relativos al desarrollo y salud de los nifios

En cuanto a los claims relativos al desarrollo y salud de los nifios, en el registro comunitario
encontramos un total de 11, que corresponden a propiedades saludables de varias vitaminas,
acidos grasos esenciales y minerales esenciales (tabla 3).



Nutriente, sustancia,

alimento o categoria de
alimentos

Fitoesteroles: esteroles
extraidos de plantas, libres
o esterificados con dcidos
grasos para uso alimentario

Esteres de fitoestanol

Goma de mascar edulcorada
con 100% de xilitol

Fitoesteroles/ésteres de
fitoestanol

Chicle sin azucar

Chicle sin azucar

Betaglucano de avena

Betaglucano de cebada

Declaracién

Se ha demostrado que los Fitoesteroles
disminuyen/reducen la colesterolemia.
Una tasa elevada de colesterol
constituye un factor de riesgo en el
desarrollo de cardiopatias coronarias.

Se ha demostrado que los ésteres

de fitoestanol disminuyen/reducen

la colesterolemia. Una tasa elevada
de colesterol constituye un factor de
riesgo en el desarrollo de cardiopatias
coronarias.

Se ha demostrado que la goma de mascar
edulcorada con 100% de xilitol reduce la
placa dental. Un contenido/nivel elevado
de placa dental constituye un factor de
riesgo en el desarrollo de caries en los
nifios.

Se ha demostrado que los fitoesteroles

y los ésteres de fitoestanol disminuyen/
reducen el colesterol sanguineo. Una tasa
elevada de colesterol constituye un factor
de riesgo en el desarrollo de cardiopatias
coronarias.

El chicle sin aztcar ayuda a reducir

la desmineralizacion dental. La
desmineralizacién dental es un factor de
riesgo en el desarrollo de la caries dental.

El chicle sin azticar contribuye a
neutralizar los acidos de la placa. Los
acidos de la placa son un factor de riesgo
en el desarrollo de la caries dental.

Se ha demostrado que el betaglucano
de avena disminuye/reduce el
colesterol sanguineo. Una tasa elevada
de colesterol constituye un factor de
riesgo en el desarrollo de cardiopatias
coronarias.

Se ha demostrado que el betaglucano
de cebada disminuye/reduce el
colesterol sanguineo. Una tasa elevada
de colesterol constituye un factor de
riesgo en el desarrollo de cardiopatias
coronarias.

Numero del
boletin de la
EFSA

Condiciones de uso de la declaracion

Informacidn al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene con una ingesta diaria
de 1,5 a 2,4 gramos de fitoesteroles. Solo
podra hacerse referencia a la magnitud del
efecto para los alimentos incluidos en las
categorias siguientes: grasas amarillas para
untar, productos lacteos, mayonesa y alifios
para ensaladas. Cuando se haga referencia a
la magnitud del efecto, deberd comunicarse al
consumidor el rango completo “del 7 % al 10
%", asi como el periodo a partir del cual surte
efecto: “de dos a tres semanas”

Q-2008-085; y
Q-2009-00530y
Q-2009-00718

Informacion al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene con una ingesta diaria

de 1,5 a 2,4 gramos de fitoestanoles. Solo

podra hacerse referencia a la magnitud del
efecto para los alimentos incluidos en las
categorias siguientes: grasas amarillas para
untar, productos lacteos, mayonesa y alifios
para ensaladas. Cuando se haga referencia a

la magnitud del efecto, debera comunicarse al
consumidor el rango completo “del 7 % al 10 %",
asi como el periodo a partir del cual surte efecto:
“de dos a tres semanas”

Q-2008-118; y
Q-2009-00530 y
Q-2009-00718

Informacion al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene con una ingesta minima
de 2-3 gramos de goma de mascar edulcorada
con 100% de xilitol 3 veces al dia después de
las comidas.

Q-2008-321

Informacion al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene con una ingesta diaria de
1,5 a 2,4 gramos de fitoesteroles/fitoestanoles.
Solo podram hacerse referencia a la magnitud
del efecto para los alimentos incluidos en las
siguientes categorias: grasas amarillas para
untar, productos lacteos, mayonesa y alifios
para ensaladas. Cuando se haga referencia a la
magnitud del efecto, deberdm comunicarse al
consumidor el rango completo «del 7 % al 10 %»
asim como el periodo a partir del cual surte efecto
«de dos a tres semanas».

Q-2008-779

Se informara al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene mascando 2-3 g de chicle
sin azticar durante veinte minutos al menos tres
veces al dia después de las comidas.

Q-2010-00119

Se informara al consumidor de que el efecto
beneficioso se obtiene mascando 2-3 g de chicle
sin azticar durante veinte minutos al menos tres
veces al dia después de las comidas.

Q-2010-00120

Debe informarse al consumidor de que el
efecto beneficioso se obtiene con una ingesta
diaria de 3 g de betaglucano de avena. La
declaracion puede utilizarse para alimentos
que contienen al menos 1g de betaglucano de
avena por porcién cuantificada.

Q-2008-681

Debe informarse al consumidor de que
el efecto beneficioso se obtiene con una
ingesta diaria de 3 g de betaglucano de
cebada. La declaracién puede utilizarse
para alimentos que contienen al menos
1g de betaglucano de cebada por

cada porcion cuantificada.

Q-2011-00798
Q-2011-00799

Norma
comunitaria

Reglamento (CE)
no 983/2009 de la
Comisidn, de 21de
octubre de 2009;
y Reglamento (UE)
Ne 376/2010 de la
Comision, de 3 de
mayo de 2010,

Reglamento (CE)
no 983/2009 de la
Comisién, de 21de
octubre de 2009;
y Reglamento (UE)
N2376/2010 de la
Comision, de 3 de
mayo de 2010,

Reglamento (CE) no
1024/2009 de la
Comisidn, de 29 de
octubre de 2009

Reglamento (UE)
No 384/2010 de la
Comision de 5 de
mayo.

Reglamento (UE)
N 665/2011, de la
Comision de 11 de
julio.

Reglamento (UE)
N2 665/2011, de la
Comision de 11 de
julio.

Reglamento (UE)
N2 1160/2011 de la
Comisién de 14 de
noviembre,.

Reglamento (UE)
N21048/2012 de la
Comisién de 8 de
noviembre de 2012.

Tabla 2. Declaraciones de reduccién de riesgo de enfermedad. 11 autorizadas hasta Enero de 2014.



Nutriente,
sustancia,

alimento o
categoria de
alimentos

Acido o-linolénico y
4cido linoleico, 4cidos
grasos esenciales

Calcio y vitamina D

Calcio

Vitamina D

Proteinas

Fésforo

Yodo

Hierro

Acido docosahexae-
noico (DHA)

Acido docosahexae-
noico (DHA)

Acido docosahexae-
noico (DHA)

Declaracion

Los dcidos grasos esenciales son nece-
sarios para el crecimiento y el desarro-
llo normales de los nifios.

El calcio y la vitamina D son necesarios
para el crecimiento y el desarrollo
normales de los huesos en los nifios.

El calcio es necesario para el crecimiento
y el desarrollo normales de los hue-
sos en los nifios.

La vitamina D es necesaria para el
crecimiento y el desarrollo normales
de los huesos en los nifios.

Las proteinas son necesarias para el
crecimiento y el desarrollo normales
de los huesos en los nifios.

El fosforo es necesario para el crecimien-
toy el desarrollo normales de los hue-
sos en |os nifios.

El yodo contribuye al crecimiento
normal de los nifios.

El hierro contribuye al desarrollo cogniti-
vo normal de los nifios.

La ingesta de acido docosahexae-
noico (DHA) contribuye al desarrollo
visual normal de los nifios hasta los 12
meses de edad.

La ingesta materna de acido doco-
sahexaenoico (DHA) contribuye al
desarrollo normal de los ojos del feto y
del lactante alimentado con leche
materna.

La ingesta materna de 4cido doco-
sahexaenoico (DHA) contribuye al
desarrollo normal del cerebro del feto
y del lactante alimentado con leche
materna.

Condiciones de uso de la declaracion

Informacién al consumidor de que el efecto beneficioso

se obtiene con una ingesta diaria de 2 gramos de acido

o- linolénico (ALA) y una ingesta diaria de 10 gramos de aci-
do linoleico (LA).

Esta declaracion sélo puede utilizarse en relacién con ali-
mentos que son, como minimo, fuente de calcio y vitamina
D de acuerdo con la declaracién FUENTE DE [NOMBRE DE
LAS VITAMINAS] Y/O [NOMBRE DE LOS MINERALES] que
figura en el anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracion sélo puede utilizarse en relacién con ali-
mentos que son, como minimo, fuente de calcio de acuer-
do con la declaracién FUENTE DE [NOMBRE DE LAS VITAMI-
NAS] Y/0 [NOMBRE DE LOS MINERALES] que figura en el
anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracion solo puede utilizarse en relacién con
alimentos que son, como minimo, fuente de vitamina D
de acuerdo con la declaracion FUENTE DE [NOMBRE DE LAS
VITAMINAS]Y/O [NOMBRE DE LOS MINERALES] que figura
en el anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracion solo puede utilizarse en relacién con
alimentos que son, como minimo, fuente de proteinas
de acuerdo con la declaracién FUENTE DE PROTEINAS que
figura en el anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracién sélo puede utilizarse en relacion con
alimentos que son, como minimo, fuente de fésforo de
acuerdo con la declaracién FUENTE DE [NOMBRE DE LAS
VITAMINAS] Y/O [NOMBRE DE LOS MINERALES] que figura
en el anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracidn sélo puede utilizarse en relacién con
alimentos que son, como minimo, fuente de yodo de acuer-
do con la declaracién FUENTE DE [NOMBRE DE LAS VI-
TAMINAS] Y/O [NOMBRE DE LOS MINERALES] que figu-

ra en el anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Esta declaracion sélo puede utilizarse en relacion con ali-
mentos que son, como minimo, fuente de hierro de acuer-
do con la declaracién FUENTE DE [NOMBRE DE LAS VITAMI-
NAS] Y/0 [NOMBRE DE LOS MINERALES] que figura en el
anexo del Reglamento (CE) no 1924/2006.

Se informara al consumidor de que el efecto beneficioso se
obtiene con una ingesta diaria de 100 mg de DHA. Cuando
la declaracion se haga con respecto a preparados de
continuacion, el alimento debe contener al menos un 0,3 %
del total de acidos grasos como DHA.

Se informara a las mujeres embarazadas o en periodo de
lactancia de que el efecto beneficioso se obtiene con una
ingesta diaria de 200 mg de DHA ademas de la ingesta
diaria recomendada de acidos grasos omega-3 para los
adultos, esto es, 250 mg de DHA y de acido eicosapentae-
noico (EPA). La declaracién puede ser utilizada solamente
para aquellos alimentos que aporten una ingesta diaria de
al menos 200 mg de DHA.

Se informara a las mujeres embarazadas o en periodo de
lactancia de que el efecto beneficioso se obtiene con una
ingesta diaria de 200 mg de DHA ademas de la ingesta
diaria recomendada de dcidos grasos omega-3 para los
adultos, esto es, 250 mg de DHAy de &cido eicosapentae-
noico (EPA). La declaracién puede ser utilizada solamente
para aquellos alimentos que aporten una ingesta diaria de
al menos 200 mg de DHA.

Nimero del

boletin de la

EFSA

Q-2008-079; y

Q-2009-00548

Q-2008-116

Q-2008-322

Q-2008-323

Q-2008-326

Q-2008-217

Q-2008-324

Q-2008-325

Q-2008-211;

Q-2008-688;
Q-2008-689

Q-2008-675

Q-2008-773

Norma comunitaria

Reglamento (UE) N®
983/2009 de la Comision,
de 21 de octubre de 2009;
y Reglamento (UE) N2
376/2010 de la Comisién,
de 3 de mayo de 2010.

Reglamento (UE) N2
983/2009 de la Comision,
de 21 de octubre de 2009.

Reglamento (UE) N®
983/2009 de la
Comision, de 21de
octubre de 2009.

Reglamento (UE) N2
983/2009 de la Comisién,
de 21 de octubre de 2009.

Reglamento (UE) N¢
983/2009 de la Comision,
de 21 de octubre de 2009.

Reglamento (UE) N¢
1024/2009 de la Comisién,
de 29 de octubre de 2009.

Reglamento (UE) N¢
957/2010 de la Comisién
de 22 de octubre de 2010.

Reglamento (UE) N2
957/2010 de la Comisién
de 22 de octubre de 2010.

Reglamento (UE) N®
440/2011 de la Comisién,
de 6 de mayo.

Reglamento (UE) N2
440/2011 de la Comision,
de 6 de mayo.

Reglamento (UE) N®
440/2071 de la Comisién,
de 6 de mayo.

Tabla 3. Los primeros 11 Health Claims relativos al desarrollo y salud de los nifios.



3. Los perfiles nutricionales

La caracterizacion o perfilado nutricional de los alimentos puede definirse como la disciplina
que, basandose en principios y consideraciones cientificas, y teniendo como referente Ia
salud, trata de clasificar los alimentos de acuerdo con su composicién y con determinados
objetivos especificos, previamente establecidos, en el campo de la alimentaciéon. Tal como
hansido planteados en Europa, tienen un componente cientifico pero uno mayor de caracter
politico o de gestidn, y ello dificulta su concrecién que depende de acuerdos que deben
conjugar intereses diversos.

En Europa, se ha planteado definir a los perfiles nutricionales apropiados con el sélo objeto de
que los alimentos que se ajusten a estos perfiles esta previsto que sean los Unicos autorizados
a llevar declaraciones nutricionales o de salud. Asi lo prevé el articulo 4 del Reglamento
que nos ocupa, y se aplicaran perfiles menos exigentes para llevar claims nutricionales que
health claims. Asi ha planted en las propuestas inicialmente preparadas por la CE y que no
han pasado de una fase inicial sin mayor acuerdo.

Eneltrasfondo esta que en nutricion se suele considerar que la alimentacién es buena o mala,
en base a la dieta en su conjunto y no en bhase a considerar cada alimento individual como
sano (saludable) o no sano (no saludable), aisladamente. Sin embargo, hay ya poderosas
razones (de salud, econémicas, cientificas) que fuerzan a matizar esta consideracion. La raiz
del problema es la creciente prevalencia de las enfermedades cronicas no transmisibles,
(tales como los desordenes cardiovasculares y neuroldgicos, la obesidad, la diabetes tipo
2, algunos tipos de cancer, la osteoporosis,...) que en las sociedades desarrolladas son
responsables de mas del 50-60% de todas las causas de muerte y que, en gran medida,
dependen del exceso de consumo de varios componentes individuales de los alimentos.
Resultan determinantes los nuevos conocimientos de la gran influencia de los componentes
de los alimentos, junto a las pautas alimentarias y al estilo de vida en general, en el origen
de todos estos problemas.

Se considera que los consumidores pueden percibir los alimentos promocionados con
declaraciones o health claims como productos que poseen una ventaja de salud con
respecto a productos similares u otros productos a los que, por ejemplo, no se han afladido
estos nutrientes o determinadas otras sustancias que justifican el c/aim. Sin requerimientos
de perfil nutricional apropiado para que un alimento pueda llevar claims (o medidas
analogas), se podria alentar en exceso a los consumidores a aumentar la ingesta total de
ciertos alimentos, y asi de nutrientes concretos (grasa saturada o sal, por ejemplo) cuyo



consumo excesivo no es deseable. Ademas, los perfiles nutricionales pueden ayudar a
evitar circunstancias en las que las declaraciones nutricionales o de propiedades saludables
puntuales oculten las caracteristicas nutricionales generales de un determinado producto
alimenticio, lo que podria inducir a error a los consumidores.

Sin embargo, aunque los perfiles nutricionales segun la nueva legislacién europea, es
verdad que tienen el Unico propdsito de regular las circunstancias en que puedan hacerse las
declaraciones, la percepcién del consumidor puede ir mucho mas alld, con consecuencias
de mayor calado: al haber alimentos cuyo perfil sea considerado apropiado para llevar
claims y otros alimentos con un perfil no apropiado, el consumidor percibird los primeros
como “buenos o mas saludables” mientras que a los otros los considerard peores o malos.
Resulta pues muy controvertido el desarrollo de este aspecto de Ia legislacidn. Sin embargo,
puede reconocerse ya, en particular, que los perfiles nutricionales constituyen un potente
estimulo a la investigacion e innovacion en el sector agroalimentario: muchos productores
tienden ya a mejorar sus alimentos teniendo como referencia que se proximen a los perfiles
nutricionales que se piensa puedan ser considerados (de modo inmediato o en el futuro)
apropiados o “mas saludables”: menos grasa saturada y menos azicar (menor densidad
energética), menos sal, mas fibra dietética, etc. (figura 1).

3.1. (Qué entendemos por perfil nutricional apropiado o adecuado?

Desde el punto de vista practico, el Reglamento sélo aporta ciertas indicaciones y creemos
que este concepto de Perfil Nutricional estd bastante abierto a una progresiva (pero lenta)
evolucién, cuyo ritmo vendra dictado por criterios de aceptabilidad y aplicabilidad practica
en nuestra sociedad.

En principio, loinicialmente explicitado en el texto legislativo es que los perfiles nutricionales
de los alimentos deben basarse en conocimientos cientificos sobre dietas y nutricion, asi
como sobre su relacién con la salud, y deberan tener en cuenta: a) las cantidades de
determinados nutrientes y otras sustancias contenidas en los alimentos como, por ejemplo,
grasas, acidos grasos saturados, acidos grasos trans, azlicares y sal o sodio, y para las cuales
se pretende limitar ingestas excesivas en la dieta total; b) la funcién e importancia de los
alimentos (o de las categorfas de alimentos) y la contribucion a la dieta de la poblacién en
general 0, en su caso, de determinados grupos sometidos a riesgo, incluidos los nifios; y c)
la composicion nutricional global de los alimentos y la presencia de nutrientes cuyo efecto
en la salud haya sido reconocido cientificamente, tales como el de grasas poliinsaturadas



y monoinsaturadas, hidratos de carbono disponibles diferentes de los azucares, vitaminas,
minerales, proteinas y fibras.

En sentido amplio, el concepto de perfil nutricional supone poder contemplar todos los
aspectos relativos a la composicion de los alimentos, junto a su funcidn, la relacién con la
salud, los aspectos particulares de los grupos de poblacién, etc. En cuanto a la composicion,
supondria la ponderacion especifica de los diferentes componentes (unos considerados
favorablesy otros que deben limitarse) en su totalidad, algo inalcanzable en la practica, en el
momento actual (figura1). Por ello, al menos inicialmente, se tiende a concentrar la atencién
en unos pocos componentes (sal o sodio, acidos grasos saturados; azicares sencillos), y ni
siquiera con tal simplificacién ha sido posible adoptar los perfiles nutricionales, tal como
preveia el Reglamento (a mas tardar el 19 de enero de 2009). Cuatro afios mas tarde siguen
sin poderse concretar.

4. Nutriciéon personalizada: biomarcadores, tecnologias 6micas y
nutrigenémica

La nutrigendmica (Palou, 2007) utiliza, ademas de las técnicas tradicionales en Nutricion,
las nuevas tecnologias 6micas (transcriptémica, protedmica, metabolémica). Se nutre de los
rapidos avances en el conocimiento de los genes que conforman el genoma, sus mecanismos
de regulacion y cdmo ciertos componentes de los alimentos inciden en estos sistemas; y se
beneficia de los grandes avances en el conocimiento de ciencias como la Bioguimica, la
Genética y la Fisiologia humanas y, en particular, el Metabolismo. Asi, la Nutrigendmica
dota de un valor afiadido a los conocimientos epidemioldgicos y a los contenidos clasicos
de la nutricién, confiriendo a esta ciencia una nueva dimensién con una sélida capacidad
predictiva. Estas modernas tecnologias han capitalizado la gran cantidad de informacion
aportada sobre todo a raiz de la secuenciacién del genoma humano en 20071.

Desde luego hoy no es adn posible disponer de tratamientos matematicos apropiados
para integrar apropiadamente los muchos millares de datos que generan los estudios que
aplican las tecnologias dmicas y, siendo dificil precisar, creemos que se procesa menos de
3% de la informacién obtenida; el resto se pierde. De cara al futuro, comienza a ser posible
predecir, en cierto grado muy limitado, el comportamiento de Ias personas en respuesta a
diferentes tipos de alimentacidn, incluso sus preferencias alimentarias, su sensibilidad frente
a diferentes estimulos y su conducta.



4.1. Biomarcadores nutrigenémicos

la capacidad de identificar en edades tempranas determinadas sensibilidades de las
personas a enfermedades o funciones, podria reforzar (junto con el asesoramiento dietético
y de estilo de vida, y el conocimiento de interacciones dieta-genotipo) los beneficios de la
dieta sobre la salud humana. En este sentido, el concepto de biomarcadores nutrigenémicos
resulta de conjuntos de datos caracteristicos de la respuesta (a la dieta 0 a una determinada
composicion y/o pauta alimentaria) del sistema hioldgico considerado, indicativos de Ia
derivacion del sistema hacia una determinada condicién, saludable o adversa; por ejemplo,
biomarcadores de desarrollo de hipertension, obesidad, diabetes, depresion, etc.

Es l6gico que estos nuevos biomarcadores, que pueden basarse en cientos o miles de
parametros, puedan representar fielmente los ajustes o desequilibrios que se producen en
nuestro organismo y que al final tienden a desplazar nuestras tendencias hacia estados de
salud o de bienestar o hacia condiciones adversas, y que los puedan reflejar de modo mas
fiel que los biomarcadores clasicos, mas o menos puntuales, disponibles rutinariamente en
los analisis clinicos, por ejemplo. Para muchas enfermedades o alteraciones de la salud o
del bienestar no se dispone aln de biomarcadores apropiados o bien, los que tenemos, no
son identificables y utiles de forma suficientemente precoz. Este es uno de los principales
cuellos de botella que hoy limita una penetracion mayor del sector de la alimentacién en
el terreno de la salud y el bienestar. En la Universidad de las Islas Baleares desarrollamos
(2010-2015) un proyecto Europeo amplio para la investigacién y desarrollo de nuevos
biomarcadores (BIOCLAIMS, 2010) para el establecimiento de futuras declaraciones de
salud en los alimentos en Europa en la préxima década. Algunos hiomarcadores pueden
ser Utiles para la mayoria de la poblacion, mientras que la aplicabilidad de otros puede
ser para determinados genotipos o fenotipos de subgrupos de poblacién o incluso para
personas individuales. La combinaciéon del genotipado y fenotipado moleculares con el uso
de biomarcadores nutrigenémicos en muestras apropiadas, junto con el abaratamiento y
agilidad de las nuevas tecnologias, puede permitir un sequimiento no invasivo de los estados
de saludy bienestar de las personas, individualmente y a lo largo de toda la vida (BIOCLAIMS,
2010). Se estan iniciando ya proyectos, experiencias e incluso servicios, en este sentido.

4.2. Nutrigenética

Actualmente se esta acumulando mucha informacién sobre la influencia de la genética en
la respuesta a la alimentacion. El genotipado de los individuos que participan en estudios



dietéticos de intervencién se ha incorporado a muchos de los protocolos de estudio a gran
escala que analizan las relaciones entre dieta y enfermedad. El concepto de nutricién in-
dividualizada, ha capturado la imaginacién de los investigadores de la nutricion y a la vez
también se esta incorporando en los esquemas de las principales empresas a nivel interna-
cional, y se empieza a aplicar en la practica, como en el ejemplo que aqui consideramos
(Alimentémica, 2014). El atractivo de la nutricidn individualizada o personalizada, asi como
sus implicaciones potenciales éticas y sociales esta ya bajo la atencidn de los medios de
comunicacion generales.

En los ultimos afios han aparecido en el mercado numerosos productos que proporcionan
informacién genética relacionada con el riesgo a desarrollar patologias u otras condiciones
relacionadas con el bienestar. En el drea del Metabolismo, muchos de estos kits o tests
aportan informacion genética sobre la presencia de variantes génicas (principalmente SNPs,
Single Nucleotyde Polymorphysm) asociadas a padecer obesidad, diabetes, hipertension
y otras alteraciones, aportando una aproximacién al riesgo de desarrollarlas. En algunos
casos, ademas, aportan consejos sobre el estilo de vida y recomendaciones sobre la dieta
de acuerdo con el perfil genético del individuo. Sin embargo, a menudo dichos productos
presentan una serie de limitaciones que cuestionan su aplicacion, fiabilidad, rigurosidad e
incluso, la FDA ha limitado la comercializacién de uno de ellos por considerar que no hay
suficiente informacion sobre la sequridad y eficacia de su uso libre, y ademas, manifiesta
que el uso médico de dicho test no ha sido aprobado (Zhang, 2013). En particular, muy
frecuentemente, las recomendaciones alimentarias se plantean sin tener en cuenta los
habitos alimentarios preexistentes.

Un ejemplo reciente que se ha erigido de entre este tipo de productos es Metigentity (www.
metigentity.com/) que ha considerado en su desarrollo las carencias de otros planteamientos
similares y se presenta como un producto en continua evolucion (Alimentdmica, 2014) y
posee algunas caracteristicas intrinsecas que lo diferencian notablemente de otros por su
utilidad/aplicacion (se puede extraer informacion que es practica para el individuo), continua
actualizacién, adaptabilidad al individuo, integracién y personalizacién de la interpretacion
de los resultados, no constituye un test aislado sino que cuenta con la colaboracién de
un especialista médico/nutricionista quien contribuye al asesoramiento y seguimiento
de la persona en estudio y, finalmente, lleva implicito un sistema de seguimiento de los
resultados de las recomendaciones que maximiza la eficacia de la intervencién terapéutica
personalizada.



Un aspecto crucial es el analisis e interpretacién, junto con la integracién y presentacion
de la informacién para cada individuo. En general, los kits disponibles actualmente en el
mercado ofrecen un baremo de riesgo asociado a variantes génicas y (si es conocido) el
beneficio asociado a unaintervencion dietética o de estilo de vida. Pero esta interpretacion,
que se suele efectuar gen a gen (o SNP a SNP) podria dar lugar a recomendaciones
contradictorias. Algunos kits comerciales, para soslayar parcialmente este problema
acaban haciendo recomendaciones generales de sentido comun y por tanto al final no son
personalizadas. De hecho, en un informe de la Oficina de Responsabilidad Gubernamental
de EEUU (GAO-06-977T, Jul 27, 2006, http://www.gao.gov/products/GAO-06-977T)
se pone de manifiesto que en una tanda de kits analizados, procedentes de diferentes
empresas, las recomendaciones que se proponen se ajustan mas a las caracteristicas
dietéticas y de estilo de vida de los sujetos que a su informacion genética (al contrario
de lo especificado en sus respectivas descripciones) e incluso para la misma muestra se
describen variantes génicas diferentes sequn la casa comercial. El tema esta abierto a las
numerosas iniciativas pero la utilidad de las diferentes alternativas es lo que determinara
su permanencia en el mercado.

Muchos tests nutrigenéticos disponibles actualmente se suelen vender directamente al
consumidor a través de internet, quien se toma la muestra y la envia a un laboratorio para
suanalisis. Posteriormente, el consumidor recibe de manera confidencial recomendaciones
especificas para adaptar su estilo de vida y su dieta en funcién de los riesgos potenciales
para la salud detectados. En este planteamiento no hay un interlocutor especializado que
pueda quiar al consumidor en el proceso de interpretar la informacién ni en las etapas
posteriores que pueden implicar incorporar cambios de habitos dietéticos y/o de estilo de
vida ademas de una revaluacion del progreso conseguido por un profesional. Sin embargo,
consideramos que la participacion de verdaderos expertos en nutricion es, actualmente,
del todo necesaria.

4.3. Epigenética y modificacion por nutrientes de la susceptibilidad individual al desarrollo
a largo plazo de enfermedades y otras alteraciones no deseadas.

La alimentacién a lo largo de la vida, particularmente durante las etapas tempranas del
desarrollo y durante el crecimiento, puede condicionar fuertemente nuestra salud a lo largo
de lavida. Asi, incluso la alimentacién de la futura madre representa un factor primordial
—mucho mas de lo que anteriormente se creia— en como sera el desarrollo del nifio,
especialmente en lo concerniente a su futuro bienestar, salud y resistencia a enfermedades.



De hecho, actualmente se sabe que algunas alteraciones que se presentan en la edad
adulta (entre ellas, enfermedad cardiovascular, obesidad, diabetes tipo Il, osteoporosis
y otros problemas y alteraciones), y que eran atribuidas a un estilo de vida malsano o a
factores genéticos, son el resultado directo del entorno uterino durante el embarazo y/o de
la alimentacién durante la lactancia o desarrollo.

Un ejemplo lo constituye el conocimiento de la nueva funcién de la leptina en la alimentacion
durante la lactancia, descubierta en nuestro laboratorio (Pico et al., 2007). Asi, se trata de
una de las proteinas que se encuentra de manera natural en la leche materna humanay que
no estd presente en férmulas infantiles, y la referida nueva funcién conocida se ejerce durante
la lactancia, confiriendo proteccion futura frente al desarrollo de sobrepeso, obesidad y otras
complicaciones médicas asociadas que se tienden a desarrollar sobretodo en la edad adulta
(Palou and Pico, 2009; Sanchez et al., 2008).

El término imprinting o programacion metahdlica describe los procesos por los cuales las
células adquieren una cierta memoria bioldgica para manejar influencias externas, y que
puede ser transmitida a la descendencia celular. Es decir, determinados estimulos que
operen en un periodo critico o sensible de nuestra vida (que podriamos considerar como una
ventana especifica de sensibilidad) pueden dar lugar a efectos duraderos o permanentes
sobre la estructura o la funcién de nuestro organismo, efectos que pueden permanecer
durante muchos afios e incluso a lo largo de toda la vida. Los mecanismos (metilacidn de
DNA y acetilacion de histonas, entre otros) se van conociendo de forma creciente, y en la
ultima década se van sucediendo ejemplos de estos efectos.

La secuenciacién del genoma humano, nos ha revelado también la gran heterogeneidad
de las poblaciones humanas, una variabilidad genética entre personas mucho mayor que
la previamente supuesta, calculandose que el genoma humano alberga unos diez millones
de polimorfismos. A ello se une la complejidad derivada de las prolijas interacciones
entre los genes y su regulacion, asi como con la variabilidad epigenética, el imprinting
metabdlico: nuestra historia de cémo comemos, como sentimos, las influencias del entorno
que van quedando grabadas de modo permanente. Todo ello permitira un seqguimineto
personalizado a lo largo de la vida, y recomendaciones adaptadas a cada uno y no al
promedio estadistico de la poblacién. Y alimentos con health claims mucho mas especificos
que los ahora emergentes. Todo ello promueve un cambio profundo en el pensamiento
humano en cuanto a como esta informacién puede ser explotada 6ptimamente en beneficio
de la saludy el bienestar.
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Resumen

La ciencia de la Gendmica Nutricional, o Nutrigenédmica, permite hoy dia sofar con el
desarrollo de una nueva generacién de nutracéuticos, personalizados (optimizados) segtin el
genoma/metabolismoindividual, y por tanto mas eficientes y con menos efectos secundarios.
Durante este capitulo se mostrara cdmo gracias al conocimiento de las interacciones entre
variabilidad genética y compuestos bioactivos en los nutrientes, es posible incluso el disefio
de ciertos Nutracéuticos aptos Ginicamente para determinados perfiles genémicos, y no otros.
Finalmente, se plantearan las posibles perspectivas y cronologias para este prometedor
campo, asi como los requerimientos que deberan cumplir los profesionales del area.

Introduccion

La alimentacidn es, de todos los factores ambientales a los que estamos expuestos, el mas
importantealahorade determinarlaaparicién de lasenfermedades mas comunes en nuestra
sociedad occidental actual. Asi, las enfermedades cardiovasculares, la obesidad, el cancery
la diabetes son responsables de 35 millones de muertes al afio en todo el mundo. En Europa,
estas enfermedades crdnicas no infecciosas representan el 70% de todos los fallecimientos, y
se estima que esta cantidad aumentara hasta el 80% para el afio 2030 (Bloom et al, 2011).
Es conocido desde hace tiempo que una elevada proporcidn de estas patologias (alrededor
de un 80% de infartos y diabetes de tipo 2 y de un 40% de canceres) podrian ser evitadas



con una dieta adecuada y un aumento del consumo de alimentos beneficiosos para la salud,
como las frutas y las verduras (Doll and Peto, 1981). El estudio y posterior conocimiento de
los principios bioactivos que producen estos efectos beneficiosos para la salud, asi como de
su mecanismo de accion, ha propiciado la denominacion de Nutracéuticos a todos aquellos
compuestos presentes en los nutrientes de interés para la salud humana.

Los nutracéuticos pueden dividirse en dos tipos de compuestos: suplementos dietarios y
alimentos funcionales. Los suplementos dietarios, en principio destinados a complementar
la dieta, contienen nutrientes bioactivos concentrados, bien en forma de liquido o capsulas.
Como ejemplo tenemos vitaminas, minerales, aminoacidos y otros metabolitos. Por otro
lado, los alimentos funcionales son alimentos en un estado casi natural, pero enriquecidos en
la concentracion de algln nutriente especifico, o incluso con ingredientes adicionales, que no
existen en el alimento original (como puede ser la vitamina D en la leche, tradicionalmente
afiadida ya que al ser ésta rica en calcio, se favorece la absorcién de la vitamina). Este
enriquecimiento persigue habitualmente un beneficio especifico para la salud.

Aunque en principio podriamos esperar que este beneficio fuera universal e igual para
todos, los recientes avances en Gendmica han revelado que la variabilidad genética y
metabdlica interindividual puede interaccionar con los compuestos bioactivos presentes en
los nutracéuticos, modulando asi su efecto en la salud. En este capitulo se pretende analizar
cémo el conocimiento de estas interacciones abre la puerta a una nueva generacién de
nutracéuticos, personalizados, mas eficientes, y con menos efectos secundarios.

1. Influencia de la genética en la respuesta a nutracéuticos

Essabido desde hace tiempo que la respuesta aintervenciones nutricionales o a nutracéuticos
es variable entre personas. En el estudio de Katan et al (1986), tras una intervencion
nutricional para reducir los niveles de colesterol, se observaron individuos que respondian
bien (hiper-respondedores), y otros que no respondian al tratamiento (hipo-respondedores)
En la Figura 1 se representa una simulacion (basada en datos reales) de los cambios en el
colesterol total que experimentarian 40 personas tras una intervencion nutricional del estilo
del estudio de Katan et al, suponiendo una distribucién normal (con una media de -10 mg/
dl'y una desviacion tipica de 20 mg/dl) de los valores obtenidos.

De manera similar a lo que ocurre en los casos reales, la simulacién muestra que un ndmero
elevado de individuos presentan una respuesta en torno a la media (individuos normo-
respondedores), mientras que en torno a estos valores existe un porcentaje no despreciable



de individuos que no responden igual que la media (a la izquierda del diagrama estan los
denominados hiper-respondedores, con una disminucién significativamente mayor en los
niveles de colesterol que la media, y a la derecha del diagrama se encuentran los hipo-
respondedores, aquellos que o bien no disminuyen los niveles de colesterol, o incluso los
incrementan). En esta simulacion, aunque si es cierto que el efecto medio tras el tratamiento
es de una reduccién de 10 mg/dl en la concentracion de colesterol, y por tanto podriamos
decir que el tratamiento reduce los niveles de colesterol, es evidente que esta ultima
afirmacién no es valida para todos los casos. Un nutracéutico que por tanto presentara esta
dispersién en sus efectos, aunque podriamos asegurar un efecto beneficioso medio, no
presentaria efectos en algunas personas, y en otras incluso presentaria efectos negativos,
contrarios a lo que se espera de él.
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Figura 1. Simulacién de los valores de cambio en los niveles de colesterol total tras una intervencion
nutricional, suponiendo una distribucién normal con una media de -10 mg/dl y una desviacién tipica de
20 mg/dl. Cada barra en el eje de las X representa un individuo, y su respuesta en el cambio de colesterol
es el correspondiente valor en el eje Y.

Estavariabilidad enlarespuestaacambiosenladieta esta en parte causada porlas diferencias
genéticas existentes entre personas. No existen dos copias del genoma humano idénticas:
de media, un 1%o. de la secuencia nucleotidica es diferente entre dos genomas al azar, lo
cual implica entre 3 'y 6 millones de diferencias en la secuencia del ADN entre dos personas
cualquiera (3,4). La inmensa mayoria de estas variaciones son polimorfismos de un solo
nucledtido o SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), también denominados recientemente
de una manera etimolégicamente mas adecuada, SNVs (Single Nucleotide Variations).
Como su propio nombre indica, son variaciones en la secuencia de ADN que afectan a un



Unico nucledtido. Estas diferencias son las que en parte explican la heterogénea respuesta
humana a la dieta, y también las que explican que las recomendaciones nutricionales
generales no ayuden a todos porigual en la prevencion de enfermedades o en la mejora del
estado de salud.

2. Interaccion genoma-nutrientes

Existen factores tanto genéticos como nutricionales conocidos que ejercen un efecto
cuantificable (tanto de forma positiva como negativa) en la salud. En muchas ocasiones,
actdan de forma independiente, de tal forma que sus efectos son constantes incluso en
entornos muy diferentes. Es el caso de factores genéticos (Figura 2B) responsables de
enfermedades hereditarias como la hemocromatosis, caracterizada por una acumulacién
excesiva e incorrecta de hierro en diferentes drganos, principalmente el higado, y que esta
causada por mutaciones puntuales en el gen HFE, y factores nutricionales (Figura 2C) como
la deficiencia de vitamina C, causante del escorbuto.
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Figura 2. Representacion esquematica del efecto sobre el riesgo para la salud de factores unicamente
nutricionales (2B) y unicamente genéticos (2C). En 2B, la presencia en la dieta de un nutriente bioactivo
(en el ejemplo del texto, la vitamina C - escorbuto) reduce el riesgo de padecer una determinada
enfermedad a la mitad, independientemente del genotipo en el que se presenta. En este caso, si el
ambiente permanece constante (por ejemplo una correcta ingesta de vitamina C), no hay diferencias
en el riesgo para cada uno de los dos genotipos analizados. La determinacion del riesgo en este caso
es puramente ambiental (nutricional). En 2C, aquellos individuos portadores del genotipo A multiplican
por dos su riesgo de padecer la enfermedad, independientemente de si han incorporado el nutracéutico
o no en su dieta. En este caso la determinacién del riesgo es puramente genética, y que sea elevado
depende exclusivamente de la presencia o ausencia del genotipo A (en el ejemplo del texto, mutaciones
del gen HFE), y no del ambiente (ingesta/no ingesta del nutracéutico).

Sin embargo, cuando sobre el riesgo a padecer una enfermedad influyen tanto factores
genéticos como ambientales (nutricionales), el efecto final sobre la salud de la persona
puede venir dado por una simple adicion de ambos efectos de forma independiente (Figura
3A, sin interaccién), o bien puede existir una interaccion entre ambos factores, a través de
la cual la presencia de determinado genotipo puede potenciar mas de lo que se esperaria la
accion de un determinado nutriente (Figura 3B, con interaccién).
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Figura 3.Posibles casosdel efecto combinadode dos factoresdiferentes (unogenéticoy el otroambiental-
nutricional) sobre la salud humana. En A) se representan los dos factores como independientes, siendo
el genotipo B y la presencia del nutracéutico en la dieta los factores protectores, determinando un
riesgo de sélo un 20%. La presencia del genotipo A multiplicaria el riesgo por un factor de 2 (riesgo 40%
genotipo A con el nutracéutico), y la ausencia del nutracéutico multiplicaria de nuevo por 2 el riesgo
(hasta un 80%) de padecer la enfermedad (en el caso del genotipo A sin el nutracéutico). En B) el riesgo
de padecer la enfermedad para el genotipo A sin el nutracéutico sigue siendo de 80%, y observamos
que tanto el genotipo B (sin nutracéutico) como el nutracéutico (en el mismo genotipo A) reducen el
riesgo a la mitad (40%). Pero cuando se encuentran juntos (genotipo B mds nutracéutico), el riesgo se
reduce todavia menos de las 8 veces que le corresponderia si fueran efectos independientes (hasta un
5%, es decir una reduccién de x16, en vez del esperado 10%, correspondiente a una reduccion de x8).

Un ejemplo del caso representado en la figura 3A seria el ejemplo bien conocido de la
deficiencia de folato y SNPs presentes en la secuencia de genes implicados en el transporte
y metabolismo de folato y homocisteina, como por ejemplo el gen MTHFR (van der Linden,
2006). La suplementacion con acido félico de mujeres gestantes puede llegar a reducir
significativamente la frecuencia de defectos del tubo neural (NTD) en sus hijos. Entre un 10-
30% de estas mujeres presentan variantes genéticas en el gen MTHFR que reducen la eficacia
de la maquinaria enzimatica relacionada con el folato, con lo que su riesgo aumentara
proporcionalmente, y deberan por tanto aumentar todavia mas la concentracion de acido
folicoensudieta. No hay en este caso interaccion porque el efecto de ambos factores (nutricion
y genética) sobre la salud es independiente el uno del otro. Asi, si por ejemplo la ausencia de
un factor nutricional (como podria ser el &cido félico durante el embarazo) multiplica el riesgo
de padecer una enfermedad por un factor de x2, y la presencia del factor de riesgo genético
aumenta el riesgo por un factor de x3, el riesgo final de aquellas personas que presentasen
ambos factores (carencia del nutriente protectory presencia de la variante de riesgo) seria x6.

El ejemplo de interaccidn representado en la figura 3B es, sin embargo, el caso que mas nos
interesa. Para entender de forma mas clara este efecto de interaccién genoma-nutricidn,
y ejemplificar cdmo esta interaccion puede afectar al desarrollo y uso de nutracéuticos,



usaremos un ejemplo recientemente descubierto por nuestro grupo de investigacion
(Serrano et al, 2013)

2.1. Efecto de una bebida de soja con vitamina D en el riesgo cardiovascular

Las bebidas de soja son una mezcla compleja de compuestos que incluyen algunos compuestos
bioactivos conocidos (como es el caso de las isoflavonas), asi como algunos compuestos
desconocidos cuyo efecto en la salud sea desconocido hasta ahora. Esta caracteristica hace
que sea dificil atribuir el efecto observado de una de estas bebidas a un solo compuesto.
En este sentido, se ha observado tradicionalmente una respuesta muy heterogénea tras
su administracién. Estas diferencias han sido atribuidas en algunos casos a los diferentes
procesos de metabolizacién de las isoflavonas durante la fermentacion coldnica (Jacobs et
al, 2009), asi como a algunas variantes genéticas que participan en el metabolismo de los
lipidos (Torres et al, 2009).
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Figura 4. Efecto neto en el colesterol total de una bebida de soja suplementada con 25-hidroxivitamina
D, después de 2 meses de tratamiento, A) para el total de 106 sujetos experimentales divididos en tres
grupos segun tratamiento, y B) agrupados segun tratamiento y genotipo en el polimorfismo Bsml
(rs1544410) del gen del receptor de la vitamina D (VDR). Las diferencias en A no son estadisticamente
significativas, mientras que en B se encontraron diferencias significativas en la reduccién de los niveles
de colesterol total en el grupo de 500 ml/dia con el alelo G (test de t Student para datos emparejados).

En nuestro experimento, tras administrar tres diferentes cantidades (control, 250 ml/dia
y 500 ml/dia) de una bebida de soja enriguecida con vitamina D (25-hidroxivitamina D), y
sin tener en cuenta la variabilidad genética presente dentro de cada grupo de voluntarios,
se observd una gran variabilidad en la respuesta. A pesar de observar una tendencia a la
reduccion del riesgo cardiovascular directamente proporcional a la ingesta de soja (Figura
4A), las diferencias no fueron significativas debido en gran parte a esta variacion. Sin

embargo, al separar los datos de cada grupo segln no sélo el tratamiento, sino también



seguin el genotipo en el polimorfismo Bsml del gen del receptor de la vitamina D (VDR), se
observé que la tendencia era diametralmente opuesta segun el genotipo en consideracion
(Figura 4B): mientras que para aquellos individuos que presentaban al menos un alelo G
(individuos AG y GG), la tendencia era igual que la media, a la reduccién de los niveles de
colesterol. Pero en este caso la reduccion fue estadisticamente significativa. Esto es debido
a que en los individuos AA, el efecto de la ingesta de la bebida de soja era el contrario al
grupo AG/GG, es decir, a un aumento (aunque no resultd significativo) en los niveles de
colesterol total. Al ser las tendencias para los dos grupos opuestas, al calcular el valor total
se anulaba el valor de un grupo con el de otro, produciendo el efecto observado de variacion
practicamente nula entre grupos cuando no consideramos el genotipo.

Sin entrar en las causas moleculares de estos resultados, hay dos conclusiones importantes
de este ejemplo.

1- La interaccién puede estar ocultando efectos significativos en estudios de alimentos
funcionales, si obtenemos respuestas de sentido contrario en un genotipo frente al
otro. Por tanto es importante cuantificar.

2- En presencia de interaccién, es importante definir el genotipo para el cual el
nutracéutico presenta el mayor (o el Unico) beneficio. En este caso, los individuos con
genotipo AG/GG serfan los tnicos beneficiados (en cuanto a niveles de colesterol total
en este ejemplo) de la ingesta de esta bebida de soja enriquecida con vitamina D.

iPodriamos por tanto concluir que la bebida de soja es cardioprotectora, al reducir
significativamente los niveles de colesterol? Es evidente que si vemos los resultados globales,
no. Al menos no significativamente. Si nos hubiéramos quedado aqui, esta bebida no hubiera
sido nunca clasificada como nutracéutico, al menos en lo referente a riesgo cardiovascular.
Lla causa de este resultado negativo la podemos intuir al observar una variabilidad tan
elevada en la respuesta al nutracéutico dentro de cada grupo, que indica que existe una
fuente de variacién no controlada, en este caso la variacion genética. Una vez separados
los individuos segun su perfil genético, podemos observar como la variabilidad intragrupo
se reduce, y se distribuye al nivel intergrupal, concretamente a los grupos de los distintos
genotipos del SNP Bsml. De esta manera podemos ahora detectar significativamente no
sélo las diferencias entre los distintos grupos de bebida vs control (para cada genotipo), sino
también la interaccion entre nuestro nutracéutico y la variacién genética en el gen VDR. En
este caso, la interaccién se detecta al observar como el efecto de Ia bebida de soja en los
niveles de colesterol total depende del genotipo concreto en el polimorfismo Bsml: La ingesta
diaria de 500 mL de bebida de soja suplementada con vitamina D reduce significativamente



los niveles de colesterol total, pero solo en aquellos individuos con al menos una G en el
polimorfismo Bsml del gen VDR (serfa por tanto un efecto dominante del alelo G, como ya se
ha observado en otros casos en los que interviene este polimorfismo). En individuos AA, no
s6lo no se reduce, sino que la tendencia es contraria, es decir, al aumento de los niveles de
colesterol total.

2.2. Consecuencias de la interaccion genes-nutrientes para el disefio de nutracéuticos

Desde el punto de vista de la empresa que comercializa esta bebida de soja, iqué tipo de
accion deberia ahora llevar a cabo? Evidentemente, intentar consequir una declaracion
nutricional referente a la propiedad cardioprotectora de la bebida es indtil. Sin controlar el
genotipo de los participantes en un estudio funcional, lo mas probable es que el resultado no
sea significativo, sobre todo cuando la frecuencia del genotipo AA en Europa es de un valor
nada despreciable del 20% (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs1544410).

La segunda opcién seria consequir la declaracion de nutracéutico cardioprotector, pero
Unicamente para aquellos individuos con al menos un alelo G en la posicién. En este caso,
hay dos problemas evidentes: uno es el cambio de la informacidn en el etiquetado y el
disefio de una informacién que sea util y comprensible para el consumidor. A pesar de ser
una tarea compleja, no es imposible. Actualmente ya se conocen casos de farmacos para
los cuales su capacidad de accién es diferente segun la configuracion genética individual del
paciente, y por ejemplo ya en el afio 2007 la FDA en los Estados Unidos recomendd incluir
esta informacién en la etiqueta del anticoagulante warfarina (comercializado con el nombre
de Coumadin). Para mas informacion, se puede ver el anuncio de prensa en la pagina:

http://www.fda.gov/newsevents/newsroom/pressannouncements/2007/ucm108967.htm.

El sequndo problema es el mas importante: este tipo de informacién no serd (til al
consumidor final hasta que éste disponga de su informacidn genética personal, y de una
manera accesible incluso en el punto de venta de los correspondientes nutracéuticos. Si bien
esto puede parecer ciencia ficcion, desde la obtencién de la secuencia del genoma humano
en el afio 2001 (Lander et al, 2001, Venter et al, 2001), el siguiente gran proyecto puesto en
marcha fue la identificacién de las diferencias existentes en el material genético. Este interés
creciente por la caracterizacion de la variabilidad genética existente en poblaciones humanas
ha permitido el desarrollo de nuevas tecnologias, con el consiguiente abaratamiento del
precio en el coste de la lectura del ADN (Figura 5).
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Figura 5. Evolucién de los costes de secuenciacién (lectura de la secuencia de nucleétidos del ADN) en
délares por millén de nucledtidos. Con un coste actual de unos 3.000 ddlares, se espera que, en breve,
la lectura de un genoma entero llegue a costar alrededor de los 1.000 délares, abriendo asi la puerta
de la genémica personalizada. Fuente: De Lorenzo D. et al (2012).

Conclusiones

LacienciadelaGendmica Nutricional, o Nutrigendmica, permite hoy diasofiarcon el desarrollo
de una nueva generacion de nutracéuticos, personalizados (optimizados) segtn el genoma/
metabolismo individual, y por tanto mas eficientes y con menos efectos secundarios. Gracias
al conocimiento de las interacciones entre variabilidad genética y compuestos bioactivos en
los nutrientes, es posible incluso el disefio de ciertos Nutracéuticos aptos Unicamente para
determinados perfiles genémicos, y no otros.

En una vision global de los mecanismos moleculares de la salud y la enfermedad, Ia nutricion
y la salud humana pasa por la comprensidn de las interacciones entre tres conjuntos de
genomas:

1. ElGenoma Humano, con mayusculas, en su version mas amplia, que incluye genoma,
epigenoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma.

2. Elgenoma de nuestros alimentos, ya que hemos de pensar que son seres vivos y, como
tales, poseen un genoma que sintetiza moléculas bioactivas, algunas de las cuales, por
similitud estructural, pueden llegar a interferir con nuestro metabolismo. Un ejemplo
claro serfan los fitoestrégenos presentes en la soja (como la isoflavona genisteina),
moléculas sintetizadas por la planta y que, por su similitud con el estrégeno humano,
son capaces de unirse a los mismos receptores y competir con el estrégeno natural.

3. Finalmente un tercer genoma, el genoma de nuestro microbiota. De hecho, el 90%
de las células de nuestro cuerpo son bacterias, y sélo un 10% son células humanas.



Durante su paso por el tracto gastrointestinal, los nutrientes son metabolizados por
esta enorme cantidady diversidad de bacterias, y nosotros absorbemos los resultados
de su metabolismo y los subproductos asociados.

Ante esta complejidad de nutrientes, ADN, ARN, proteinas y metabolitos, iqué puede hacer
la Nutrigendmica? ¢Es quizas una utopia pensar que algun dia podremos no sélo conocer
todas las posibles interacciones entre nutrientes y biomoléculas como el ADN, sino también
las consecuencias en nuestra salud de dichas interacciones? A corto plazo es poco probable,
aunque su contribucién a la comprension de las causas de las enfermedades comunes
relacionadas con la alimentacion es hoy dia considerable. Pero su mayor contribucién a la
salud humana sera definitivamente a medio y largo plazo.

Por ultimo, el desarrollo de esta nueva generacién de Nutracéuticos exigira la aparicion de
también una nueva generacién de profesionales, formados en genética, metabolismo y
nutricion, y que por tanto serfan capaces de realizar la integracién de informacién necesaria
para el desarrollo de estos nuevos productos. Estos profesionales deberan también ser
conscientes de que el hecho de que la Nutrigendmica trabaje sobre el acervo genético humano
implica la necesidad de prestar atencién al tratamiento que se le da a dicha informacion, la
manera en que se obtiene y |a estricta confidencialidad de los estudios en personas. Factores
como la transmisién de la informacién a los sujetos de la investigacidn, asi como al cliente
final en el etiquetado de los productos, pasan a tener una mayor prioridad, y debe ser clara'y
perfectamente comprensible.

Finalmente, el almacenamiento, tanto del material bioldgico como de Ia informacion
genética obtenida en los ensayos o de los mismos clientes (en el caso de que se obtuviera),
se deben seguir las normas que proporcionan instituciones internacionales como la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién del Genoma Humano (HUGO
- Human Genome Organisation) y la Organizacién de Gendmica Nutricional (NUGO -
Nutrigenomics Organisation). En la pagina web de esta dltima (http://www.nugo.org)
hay disponible una guia bioética para los estudios de Nutrigendmica, que podria también
perfectamente ser aplicable al desarrollo de nuevos Nutracéuticos que tengan en cuenta la
variabilidad genética subyacente en las poblaciones humanas a las que van dirigidos.
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Resumen

El desarrollo de técnicas cromatograficas y de sistemas bioinformaticos de integracion
de datos ha permitido el analisis y estudio de las posibles variables metabdlicas que
determinan el fenotipo de un individuo. La metabolémica-lipiddmica de los acidos grasos
omega 3 ha recibido creciente interés por parte de la comunidad cientifica y sanitaria
debido a su estrecha implicacion en vias inflamatorias, eje comun de la mayor parte de
las enfermedades crénicas degenerativas actuales. Este capitulo sirve de guia para el
desarrollo de estudios metaboldmicos haciendo énfasis, no sélo en los métodos de analisis
sino también, en la significancia de los resultados obtenidos.

Introduccion

Hace mas de 20 afos que es ampliamente conocido el papel de los acidos grasos omega 3
en salud y nutricién, razén por la cual son considerados nutrientes indispensables para un
adecuado crecimientoydesarrollo. Delamismaforma, se handescrito sus efectos beneficiosos
para el tratamiento y prevencion de enfermedades crénicas como enfermedades coronarias,
diabetes tipo 2, enfermedades renales, artritis reumatoide, colitis ulcerativa, enfermedad
de Crohn y enfermedades pulmonares crénicas obstructivas; despertando de esta forma
el interés no sélo de la comunidad cientifica, sino también de las empresas alimentarias
interesadas en la formulacién de alimentos funcionales.

No obstante, aungue los efectos en salud de los acidos grasos omega 3 se han constatado
a través de varios estudios epidemioldgicos y de intervencién, los mecanismos de accién a



través de los cuales producen dichos efectos aun no se encuentran claramente establecidos.
Uno de los principales problemas en la identificacién de dichos mecanismos es la amplia
variedad de compuestos producidos durante su metabolismo, asi como la diversidad de vias
metabdlicas implicadas. En este sentido, el surgimiento de nuevas metodologias de amplio
analisis como la metaboldmica y lipiddmica permitiria la identificacidon de metabolitos
en condiciones fisiolégicas y patoldgicas especificas, a partir de los cuales seria factible
determinar las dosis y/o requerimientos nutricionales para condiciones especificas.

El objetivo de este capitulo es describir el uso la metaboldmica y lipidémica para que pueda
servir como gufa en la determinacion de la ingesta y funcién los de acidos grasos omega
3 a partir de los metabolitos y lipidos identificados en diversas muestras bioldgicas. Dado
que la funcién de los acidos grasos omega 3 puede depender de su ingesta, asi como de la
bioconversion a acidos grasos de otra tipologia, se empezara describiendo las principales
fuentes dietarias en la poblacidn espafola, asi como los mecanismos que influyen en la
bioconversion del acido a—linoleico a las diferentes especies de acidos grasos omega 3. Pos-
teriormente, se describiran las concentraciones plasmaticas normales tras su ingesta aguda
o crénica, considerando principalmente los dcidos grasos eicosapentaenoico y docosahexae-
noico. Finalmente, se describiran los metabolitos implicados y las concentraciones observa-
das en condiciones fisioldgicas.

Enrelacion con las técnicas de metaboldmicay lipiddmica se hara referencia al uso de sistemas
de cromatografia liquida acoplada a detectores de masas. Las aproximaciones toman en
cuenta dos pasos: 1) la comparacién del perfil metaboldmico y lipidémico de diferentes
individuos y 2) la integracion de la informacién obtenida con datos clinicos y moleculares que
permitan la generacién de hipdtesis sobre la significancia del perfil metabdlico y lipidémico
observados, asi como de Ias posibles rutas y condiciones metabdlicas que dan origen a dicho
perfil. Existen diversos métodos de analisis descritos enlaliteratura, entre los cuales se incluyen:
ELISA-, LC-, UV-, GC-MS y LC-UV-MS-MS (Lu et al., 2005, 2006; Jove et al., 2011). Finalmente,
se referenciaran algunas bases de datos que pueden ser Utiles para la determinacion de la
significancia fisiolégica de los perfiles metabolémicos-lipidémicos observados.

1. Metabolismo de los acidos grasos omega 3

1.1. Aspectos Nutricionales

Los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga omega 3 (AGPI n-3), son acidos grasos de
18 0 mas carbonos, donde el primer doble enlace esta localizado después del tercer carbono a



partir de laterminal metilica. Entre este grupo de acidos grasos se incluyen los acidos linolénico
(ALA, 18:3 n-3), 4cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3)
y docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3), de interés nutricional debido a su bioactividad. Las
principales fuentes de acidos grasos omega 3 en la dieta son el pescado, las carnes rojas y las
aves. EI ALA predomina en plantas de hoja verde oscura y en los aceites de semillas de soja,
colza, lino, nueces, grosella y otras frutas rojas, mientras que los animales marinos son ricos
en EPAy DHA, aligual que las algas y el plancton de los cuales se alimentan, que constituyen
las fuentes primarias de acidos grasos omega 3. Asimismo, el contenido de acidos grasos
omega-3 varia en funcién de la especie de pescado, debido a su localizacidn, la estacion del
afnoy la disponibilidad de fitoplancton.

Desde el punto de vista fisioldgico, la mayoria de los acidos grasos pueden ser sintetizados por
lo mamiferos a partir de los hidratos de carbono de la dieta. Pero en el caso de los humanos,
el acido linoleico y el a-linolénico no pueden ser sintetizados de forma enddgena, ya que
el organismo humano no posee actividad A12- ni A15-desaturasa y, por tanto, no puede
introducir dobles enlaces en los carbonos 12 o 15. Por este motivo, en nutricion, los acidos
grasos omega 3 son considerados nutrientes esenciales, siendo necesaria su ingesta para
cubrir los requerimientos fisiolégicos para un buen desarrollo y funcionamiento. Si bien es
cierto que, tanto el EPA como el DHA pueden ser producidos a partir del ALA a través de una
serie de reacciones enzimaticas en las que intervienen desaturasas y enlongasas, el proceso
de conversién parece ser ineficiente (0.04 —2.84%) (Gibson et al., 2012; Burdge et al., 2003)
y esta restringido por altas ingestas de EPA, DHA y ALA como se comentara mas adelante.

En este sentido varias organizaciones recomiendan incrementar la ingesta dietética de
acidos grasos omega 3, tanto para obtener los beneficios nutricionales para un buen
desarrollo, asi como para la prevencién de enfermedades (tabla 1). La mayor parte de
estas recomendaciones se han establecido para la prevencién de enfermedades crénicas,
principalmente cardiovasculares, y pocas estan basadas enlos requerimientos de la poblacion
general. Recientemente la FAO/OMS ha establecido una recomendacion de ingesta
para adultos y mujeres no gestantes ni lactantes de 0,250 g/dia de EPA+DHA, las cuales
permiten un estado nutricional adecuado en la poblacién general. En esta recomendacion,
no obstante, no se indica la dosis de cada uno de ellos, ni los valores minimos de ingesta,
por la falta de evidencia cientifica en este aspecto. Aungue si se sugiere un valor maximo
aceptable de ingesta de 2 g/dia, a partir de los cuales existe riesgo de peroxidacion lipidica
y una reduccion en la produccién de citoquinas (FAO, 2010).



Organizacion Pais Recomendacion

National Heart Foundation Australia = 0.5 g/dia EPA+DHA mas 2 g/dia de ALA para reducir
el riesgo de enfermedad coronaria.
= 1.0 g/dia EPA+DHA mas 2 g/dia de ALA para
pacientes con enfermedad coronaria documentada
= 1.2-4.0 g/dia EPA+DHA para pacientes con niveles
elevados de triglicéridos.

American Heart Association USA = > de 2 raciones de pescado a la semana mas aceites
ricos en ALA en sujetos sin enfermedad coronaria
= 1.0 g/dia EPA+DHA para pacientes con enfermedad
coronaria documentada
= 2.0-4.0 g/dia EPA+DHA para pacientes con niveles
elevados de triglicéridos.

oms Internacional  0.2-0.5 g/dia prevenir enfermedades coronarias e
infartos

American Psychiatric Association USA 1.0 g/dia EPA+DHA para el tratamiento de desérdenes
afectivos.

Scientific Advisory Committee on Nutrition Reino Unido  Nutricion en general, por lo menos 0.45 g/dia de acidos

grasos omega 3

Agence nationale de sécurité sanitaire de Francia Nutricién en general, 0.25 g/dia EPA; 0.25 g/dia DHA,
|'alimentation, de I'environnement et du travail 1% de la ingesta energética en forma de ALA.

Tabla 1. Recomendaciones de ingesta de acidos grasos omega 3 a nivel mundial.

Acido graso omega 3 Rango de consumo (g/dia)

a-linolénico 0.76 -0.94
Eicosapentaenoico 0.05-0.32
Docosahexaenoico 0.19-0.85

Tabla 2. Rango de ingestas de acidos grasos omega 3 en la poblacién Espafiola.
Tomado de Amiano et al. 2001; de los datos del estudio EPIC
(European Prospective Investigation into Cancer) realizado Gipuzkoa, Pais Vasco.

En el caso de Espafia, el consumo de acidos grasos omega-3 (segun datos de consumo del
Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion) es alrededor de 380 mg/dia (340 mg/dia
de acido docohexaenoico y 40 mg de eicosapentanoico), de los cuales el 67% proviene del
consumo de pescados azules (atln, sardina y salmén). Resultados similares reportan otros
investigadores con ingestas inferiores a 500 mg/dia (tabla 2), sugiriendo que la ingesta
promedio esta por encima de los valores minimos recomendados, pero por debajo de Ias
recomendaciones para la prevencion de enfermedades. En relacion con otros biomarcadores
de status de acidos grasos omega 3, el omega 3 index (que se describe adelante en el apartado
3) en la poblacién espafiola es notablemente mas elevado en comparacién con paises como



Estados Unidos (e.qg. 7,1% vs 5,0%) pero menor en comparacion con paises con un elevado
consumo de productos marinos como Japdn, Korea y Alaska (Sala-Vila et al., 2011).

1.2. Absorcion, metabolizacién y distribucion de acidos grasos omega 3

Para comprender mejor la metaboldmica de los acidos grasos omega 3 es necesario describir
su ruta de acceso al organismo, su via de distribucién hacia los tejidos, as principales formas
y sitios de almacenamiento, asi como los compuestos producidos a partir de sumetabolismo
natural e inducido bajo condiciones fisioldgicas o patoldgicas.

Como se menciond anteriormente, los organismos vertebrados, por regla general, son
incapaces de sintetizar acidos grasos omega 3 a partir de precursores dicarbonados debido
a la incapacidad de introducir dobles enlaces distales al carbono 9, motivo por el cual
para cubrir las necesidades metabdlicas es necesario obtenerlos a partir de la dieta. La
absorcién de los dcidos grasos ocurre principalmente en las porciones distales del intestino
delgado mediado por los transportadores especificos para acidos grasos FATP4 y CD36.
No obstante, su biodisponibilidad depende de varios factores como sus propiedades fisico-
quimicas (estructuras quimicas a las cuales se encuentra asociado, e.q. triglicéridos); la
matriz alimentaria en la cual se encuentra; la presencia o ausencia de otros compuestos
gue puedan incrementar o inhibir su absorcién; sumetabolizacién después de la absorcion;
y factores individuales, como el estado de salud y el perfil genético del individuo.

Entre las fuentes marinas de acidos grasos omega 3, la estructura quimica a la cual se
encuentran asociados puede variar considerablemente su biodisponibilidad. Generalmente
el DHA se encuentra asociado a triglicéridos principalmente en la posicidn sn-2, y en pocas
cantidades en forma de acidos grasos libres, o enlazados a fosfolipidos, mientras que el EPA
puede estar distribuido aleatoriamente en las tres formas. En este sentido, es de esperar que
después de los procesos digestivos de la lipasa pancreatica sobre las fuentes marinas de DHA,
se obtenga como producto principal un mono-acil-glicérido de acido graso omega 3. No
obstante, algunos productos purificados de acidos grasos omega 3 comerciales, producidos
a partir de procesos de enriquecimiento y re-esterificacion, muestran acidos grasos omega
3 asociados en posicion sn-1y sn-2, lo cual puede dar como resultado de los procesos de
digestién una mayor cantidad de acidos grasos omega 3 libres.

Por otro lado, se han descrito diferencias en la eficiencia de la digestion de acidos grasos
omega 3 en relacién a la molécula a la cual se encuentran esterificados. Estudios in vitro,
demuestran que la eficiencia de las lipasas pancreaticas es de 10 a 50 veces menor sobre los
ésteres-alcohol en comparacién con los ésteres-glicerol (Yang et al., 1990). Adicionalmente,



en estudios in vivo se reporta una mayor biodisponibilidad en plasma de acidos grasos
omega 3 esterificados a fosfolipidos que unidos en forma de triglicéridos. Posiblemente,
por una mayor exposicion fisica de los fosfolipidos en las micelas biliares durante el proceso
de digestion, favoreciendo la accidn de la lipasa pancreatica asi como de Ia fosfolipasa A2.

En relacién a la interaccion con otros componentes de la matriz alimentaria, poco se
sabe sobre el efecto de otros nutrientes en Ia estabilidad de los acidos grasos omega 3
durante los procesos de digestion. En términos generales para todos los dcidos grasos, su
biodisponibilidad plasmatica puede verse reducida por la formacién de jabones calcicos
(Gacs y Barltrop, 1977). Si bien el grado de formacién de jabones disminuye con el mayor
grado de insaturacién de los acidos grasos y con la mayor longitud de cadena, es un factor
poco determinante en la absorcién de acidos grasos omega 3.

la cinética de absorcion a nivel intestinal puede estar determinada también por
competencia entre los acidos grasos digeridos. De forma general, existe una mayor afinidad
del transportador FATP4 por acidos grasos de cadena larga en relacién con los de cadena
corta; y por los de mayor insaturacién en relacién con los acidos grasos monoinsaturados y
saturados. Por ejemplo, la tasa de absorcidn del dcido araquidénico es mayor que la del acido
linoleico, y la del acido a-linolénico mayor a la del araquidénico (Punchard et al., 2000).
Adicionalmente, otras propiedades
fisicas de los acidos grasos como su
solubilidad (elevada paralos de cadena
corta y menor para los insaturados y
de cadena larga), pueden afectar la
velocidad de absorcidn, asi los valores
de velocidad maxima de absorcién
disminuyen al incrementar el grado
de insaturacién de los dcidos grasos |Enlongasa (Elovi-5)
(Graham y Sackham, 1983).
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CD36 y FATP4. La proteina de transporte CD36 se encuentra de forma mas abundante en
el tercio proximal del intestino delgado (Lobo et al., 2001) y es posiblemente inexistente
en el ileon y colon. Sin embargo, su importancia en la absorcién de lipidos no se encuentra
claramente establecida, ya que los ratones knock out para CD36 no muestran signos de
malabsorcion lipidica a excepcion de los acidos grasos de cadena muy larga (Drover et
al., 2008). Es posible que la deficiencia de este transportador pueda ser compensada por
una mayor tasa de absorcién en partes distales del tracto gastrointestinal. No obstante, su
deficiencia induce cambios en la formacién de quilomicrones, observandose quilomicrones
con un volumen 35% inferior en comparacién con ratones controles. La mayor importancia
de los receptores CD36 radica posiblemente en la sefalizacion a nivel del sistema nervioso
central, asi se ha observado que una reduccion en la ingesta energética induce un incremento
en la apetencia por alimentos lipidicos; efecto que parece estar requlado a nivel central por
estos receptores.

Una vez absorbidos a través de la membrana apical de los enterocitos, los AGPI n-3 pueden
ser utilizados como fuente de energia a través de la 3-oxidacion o incorporados al reticulo
endoplasmatico para su reesterificacion en triglicéridos, necesarios para la formacion de
quilomicrones y su transporte a través del sistema linfatico para su captacién por parte de los
tejidos. Los quilomicrones remanentes son captados a partir de receptores especificos del tejido
hepatico, donde sufren una endocitosis y son digeridos a acidos grasos libres. Las cinéticas
de absorcién suelen ser diferentes dependiendo del acido graso en estudio. Por ejemplo, el
EPA tiene una curva de absorcion en la cual se ve un incremento progresivo hasta un pico
maximo a las 8 horas y depués disminuye paulatinamente; mientras que el DHA muestra un
comportamiento hifasico con 2 picos maximos, uno 2 horas después de la administracién
del producto y otro a las 8 horas post-prandiales, manteniéndose elevado incluso 72 horas
después de su administracion (Schneider et al., 2011), lo que sugiere la participacion hepdtica
en la sintesis de DHA.

En relacion con la sintesis de acidos grasos omega 3, el higado juega un papel importante
por la capacidad del mismo de sintetizar DHA y EPA. Es en el higado donde se producen una
serie de reacciones de desaturacion y enlongacion, a partir de A-6 y 5 desaturasas y enlonga-
sas, que permiten la conversion de ALA a EPAy el 4cido tetracosahexaenoico (THA) (figura 1).
Posteriormente el THA es dirigido a los peroxisomas, donde es convertido a DHA a través de
la B-oxidacion y a continuacion es transportado de nuevo al reticulo endoplasmatico para su
activacion con la Coenzima Ay su esterificacion con fosfolipidos, principalmente fosfatidilcolina
(figura 2).
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Figura 2. Sintesis de DHA en el tejido hepdtico a partir de fuentes dietéticas de ALA.
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Las mismas enzimas de enlongacion y desaturacion también estan involucradas en el meta-
bolismo del 4cido linoleico a derivados mds insaturados como el dcido araquiddnico (20:4
n-6), el acido adrénico (22:4 n-6) y, en situacion de deficiencia de acidos grasos esenciales,
pueden generar el acido eicosatrienoico a partir del acido oleico. El hecho de que el acido
linoleico y el ALA compartan el mismo sistema enzimatico implica que existe competencia
para su metabolizacion. Este aspecto es importante sobre todo en dietas occidentales, donde
el consumo del acido linoleico es 10 veces mayor al ALA, sugiriendo que el metabolismo del
primero predominaria.

También es necesario mencionar que se han reportado otros factores ambientales que
inducen una disminucién en la conversion del ALA en EPA y DHA, asi como cambios en los
perfiles de acidos grasos en los tejidos. Por ejemplo, el consumo crénico de alcohol modifica
el perfil de acidos grasos de membrana, posiblemente por una mayor tasa de catabolismo de
acidos grasos. Estudios en animales muestran que la exposicion crénica de alcohol disminuye
la concentracion de acidos grasos poliinsaturados, y especialmente la concentraciéon de
DHA y AA, en higado y cerebro. Asi mismo, también se reportan niveles inferiores de DHA
y AA en sangre de individuos alcohdlicos. Otros factores como el tabaquismo muestran una
correlacion inversa con los niveles de DHA, Ia cual es independiente de |a ingesta dietética de
DHA. Posiblemente el dafio oxidativo inducido por este factor induciria una mayor tasa de
destruccion oxidativa del DHA y/o cambios en el metabolismo del DHA 'y EPA.

Tomando en cuenta solamente factores lipidicos, al incrementar la ingesta dietética del ALA
se observa un incremento dosis dependiente de los niveles de EPA en fosfolipidos plasmaticos,
asi como en células sanguineas (e.g. plaquetas, leucocitos). Sin embargo, el efecto del
incremento del DHA inducido por el ALA no se encuentra claramente establecido y algunos
estudios indican que existen diferencias respecto al sexo. Varias publicaciones describen que



las mujeres tienen niveles de DHA 2,5 veces mayores en comparacion con los hombres. Mas
interesante resulta el hecho de que las mujeres que siguen una terapia de restituciéon hormonal
con estrégenos muestran niveles de DHA 3 veces mayor que las mujeres sin medicacion. En
la misma linea, el tratamiento hormonal en hombres transexuales induce un incremento
en los niveles de DHA, mientras que las mujeres transexuales con terapia de testosterona
muestran niveles inferiores de DHA en comparacién con otras mujeres. Estudios con ALA
marcado también indican que la tasa de conversion de ALA a DHA puede verse afectada
considerablemente por la dieta en el caso de las mujeres, mientras que en los hombres no se
observan efectos significativos. Asi, la tasa de conversién de ALA a DHA se ve disminuida en
mujeres que siguen una dieta rica en pescado, mostrando una tasa de conversion similar a
la de los hombres. Estos datos sugieren que los estrégenos juegan un papel importante en la
conversion del ALA a DHA.

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar esta dependencia del sexo, entre los
cuales se mencionan las diferencias en la tasas de [3-oxidacion, la composicion del tejido
adiposo, la movilizacién de grasas, ademas del posible efecto de las hormonas sexuales en
la actividad de Ias enlongasas y desaturasas. Existe evidencia de que la tasa de [3-oxidacion
del ALA es alrededor del 33% en los hombres, mientras que en las mujeres es del 22%
(Burge et al., 2002a y 2002b), situacion que podria limitar la conversion del ALA en DHA.
No obstante, las tasas de B-oxidacion son similares a las observadas para otros acidos grasos
(por ejemplo palmitato) y por lo tanto, podrian reflejar las diferencias de la mayor masa
muscular observada en los hombres en comparacién con las mujeres. En el mismo sentido,
el porcentaje de tejido adiposo es mayor en mujeres que hombres, asi como el contenido de
acidos grasos no esterificados en plasma, los cuales son sensibles a hormonas y tienden a
estar incrementados en mujeres en comparacion a los hombres. Adn asi, posiblemente los
estrédgenos son los principales determinantes de la tasa de conversion del ALA a DHA. Estudios
in vitro han identificado que la actividad de la A5 desaturasa (determinada por la produccién
de acido araquiddnico) en microsomas hepaticos aislados de ratas hembras, es reducida por
el 17R-estradiol y la testosterona (Marra et al., 1988), sugiriendo que la requlacion enzimatica
viene dada a partir de la sefializacion del receptor estrogénico.

Por Ultimo, la tabla 3, muestra un resumen de factores nutricionales, hormonales y otros
diversos, que podrian influir en la actividad de las desaturasas y enlongasas. Algunos autores
sugieren que la requlacién de la transcripcion de estas enzimas esta determinada en su mayor
parte por factores nutricionales de disponibilidad energética en comparacion con factores
hormonales. Asi, en estudios de experimentacion animal, la A6-desaturasa es estimulada por
incrementos de la ingesta de proteinas y energia (De Tomas et al., 1980; Brenner, 1981,1991).



Efecto que podria estar parcialmente mediado por la insulina, la cual se ha asociado
positivamente con un incremento de la actividad de la A6-desaturasa (Holman et al., 1983).
Asi mismo, los acidos grasos poli-insaturados, entre ellos mayoritariamente los AGPI n-3, son
los principales requladores de factores de transcripcion como PPARo/&/y, SREBP1/2 y LXRau/B,
que a su vez regulan varios genes relacionados con el metabolismo de glucosa y lipidos, como
puede ser el transporte de grasas, sintesis de acidos grasos, oxidacién de acidos grasos via
microsomal, vias metabdlicas peroxisomales y mitocondriales, cetogénesis y desaturacion de
acidos grasos. Es decir, los acidos grasos omega-3 y -6 incrementan la B-oxidacion a través de
la activacion de PPARs y simultaneamente previenen la lipogénesis a través de la inhibicion de
los factores de transcripcion LXRs y SREBP, siendo su efecto mas relevante en el higado que en
el resto de tejidos. Otros factores, como polimorfismos en los genes FADSTy FADS2 (Fatty acid
desaturase 1y 2 respectivamente) muestran diferentes tasas de produccion de DHA a partir de

ALA (Xie e Innis, 2008) debido a una disminucidn en la actividad enzimatica.

Enzima

D6-Desaturasa

D5-Desaturasa

Enlongasas

Activacion

Factores Nutricionales
ATP
Deficiencia de AGE
Deficiencia Phe, Tyr
Dietas hiperproteicas
Dietas hipograsas
Zn, Mg
Piridoxina

Factores hormonales
Insulina

Otros
Temperatura externa baja
Ayuno/re-alimentacién

Insulina

Acido linoléico

AA

Acido g-Linolenico

Deficiencia de acidos grasos
esenciales
Dietas libres de grasa

Inhibicion

Alcohol etilico

Ayuno

Glucosa, glicerol
Deficiencia proteinas
Deficiencia piridoxina
Colesterol exdgeno
n-3y n-6 AGPI

AGS

Exceso de Phe, Tyr
trans-AGMI

Glucagén
Adrenalina
Glucocorticoides
ADH, ACTH

Hiper e hipo T3y T4

Temperatura externa alta
Envejecimiento
Radiacion

Virus oncogénicos

Dietas libres de grasa
Colesterol exégeno
Glucosa

Vitamina A

Acidos grasos omega-3
Glucagén, adrenalina,
glucocorticoides

Ayuno

Tabla 3. Factores que influyen en la actividad de las desaturasas y enlongasas.



En este sentido, es importante reiterar que para el analisis del consumo-funcionalidad del
DHA y EPA, los niveles observados en sangre y tejidos pueden provenir tanto de la dieta
como de la sintesis hepatica y los mecanismos reguladores de la reacciones de elongacién y
desaturacion, siendo el higado un érgano clave como procesador y distribuidor de DHA hacia
otros tejidos del cuerpo.

1.3. Incorporacién de EPA y DHA en fosfolipidos de membrana en tejidos.

Los glicerofosfolipidos son los principales componentes de la membrana celular y su
composicion en acidos grasos enalgunos tipos celulares puede depender de laingesta dietética
de éstos. Por ejemplo, la ingesta dietética de EPA y DHA tiende a incrementar su contenido en
membranas celulares a expensas de una reduccién en los niveles de acido araquidénico (AA)
(O’Shea et al., 2009; Schuchardt et al., 2011). No obstante, la incorporacion del EPAy DHA en
fosfolipidos de membrana en algunos tejidos no se encuentra completamente esclarecida, a
pesar de que resulta especialmente importante, ya que el perfil de dcidos grasos de membrana
influye en sus propiedades fisicas (grosor y fluidez) y bioldgicas (asociados a proteinas de
membrana como enzimas, canales iénicos, receptores y transportadores).

Las isoformas de los transportadores de acidos grasos (FATP), que muestran distintos patrones
de expresion entre tejido (higado, tejido adiposo, rifidn, musculo y sistema nervioso central),
podrian explicar las diferencias de captacion de dcidos grasos de las VLDL en tejidos con di-
ferentes requerimientos metabdlicos de acidos grasos. Asi, se explicaria el enriquecimiento
especifico en DHA del sistema nervioso central, donde acidos grasos especificos, segun las
necesidades metabdlicas del sistema nervioso, son liberados de Ias lipoproteinas o la albimi-
na por la lipoprotein lipasa endotelial, especifica de los capilares neurales, y posteriormente
captados por la FATP1, expresada en la parte luminal de dichos capilares. El DHA captado es
transportado a continuacion hacia los astrocitos, donde puede ser incorporado a la membra-
na celular o transferido a otras neuronas para su incorporacion a la membrana celular o
empaquetamiento en el aparato de Golgi, desde donde puede ser transportado a la terminal
sinaptica para ser incorporado a elementos sinapticos y transferido a otras neuronas.

En el caso del musculo esquelético, a diferencia del sistema nervioso central, se ha
demostrado en estudios de experimentacién animal que el perfil de acidos grasos saturados
esta altamente correlacionado con el perfil dietario. El perfil de acidos grasos poliinsaturados
sin embargo parece no estar influenciado por la dieta, pero si la relacién entre acidos grasos
omega 6 3. En el sentido de que un incremento en la proporcién omega 6/omega 3 induce
una mayor incorporacion de acidos grasos de la serie omega 6 y viceversa. Hecho que resulta



interesante debido a sus respectivos efectos en salud, sobre todo en situaciones inflamatorias
como la insulinorresistencia (Abbott et al., 2010).

Posteriormente, estos mismos autores realizaron un estudio mas detallado del efecto de
dietas con diferentes perfiles de acidos grasos sobre la composicidn lipidica de la membrana
celular en higado, cerebro, corazén, glébulos rojos y plasma, observando que el perfil de
acidos grasos en fosfolipidos era practicamente invariable con la dieta, incluso en el plasma
y glébulos rojos (Abbott et al., 2012) (figura 3). Por el contrario, el contenido de acidos
grasos en la fraccion de triglicéridos podria ser un mejor indicador de la ingesta dietética.
Adicionalmente, observaron que el balance entre los dcidos grasos omega 3y 6 presentaba
un comportamiento bifasico en relacién a su composicion en membranas celulares, de
manera que las dietas con bajo contenido en acidos grasos poliinsaturados (menos del 10%
de la energia) mostraban una alta correlacién entre el perfil de acidos grasos dietético y el de
membrana celular; siendo el efecto en ingestas superiores al 10% no significativo.
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Figura 3. Correlacién entre el perfil de acidos grasos de membrana en musculo, corazén, cerebro,
higado, plasma y glébulos rojos en ratas alimentadas con dietas de diferentes perfiles de acidos
grasos. Tomado de Abbot et al., 2012.



2. Biomarcadores clasicos del consumo de acidos grasos omega 3

Debido a la importancia del consumo de acidos grasos omega 3 en salud y nutricién, desde
hace varios afios que existe un creciente interés en la determinacién por un lado, de la
relacién entre laingesta y el contenido de estos acidos grasos en diferentes compartimentos
corporales y por otro, de la significancia bioldgica de la presencia de estos acidos grasos
en los tejidos. Hasta la fecha, se han descrito varios biomarcadores, aunque debido a la
complejidad del metabolismo de estos nutrientes, no existe un consenso especifico sobre
cual es el mejor biomarcador de ingesta y funcionalidad.

Un biomarcador es un espécimen hioldgico utilizado como un marcador de exposicién a
una sustancia, de metabolismo de una sustancia, o de la interaccién entre la exposicion y
el metabolismo de una sustancia que tiene un efecto conocido en la disminucion del riesgo
de enfermedades. Un biomarcador aceptable debe cumplir las siguientes caracteristicas:

a) El método para la determinacion del biomarcador debe estar estandarizado, ser
especifico y sensible.

b) El material bioldgico utilizado para la cuantificacion del biomarcador debe ser accesible
y de facil obtencidn.

¢) Debe existir una correlacion entre el contenido del hiomarcador en el material bioldgico
y la ingesta dietética del nutriente.

d) Larelacién entre el hiomarcadory la ingesta dietética debe ser sensible y especifica.

e) Elestatus del biomarcador puede estar relacionado o asociado con pardmetros clinicos.

Enelcasodelosacidos grasos omega 3 se han descrito varios procedimientosy metodologias
para la determinacién de sus niveles de ingesta dietética y actividad funcional. En términos
generales, lavaloracion del estatus de acidos grasos omega 3 se puede dividir en 2 aspectos
como se describe en la figura 4. Desde un punto de vista nutricional, el interés principal
es la determinacion de la correlacion entre la dosis (ingesta dietética) y la funcionalidad
de los acidos grasos a diferentes dosis, de tal forma que sea factible la estimacion de los
requerimientos nutricionales en la poblacion general. En este aspecto se debe tener en
cuenta la tasa de bhioconversién de precursores de acidos grasos omega-3 en la dieta, asi
como los valores minimos para un estado nutricional adecuado y los valores maximos a
partir de los cuales se pueden observar variaciones en la fisiologia normal del individuo por
efectos de toxicidad.

Desde un punto devistafisioldgico, elinterés principal es la determinacién de los factores que
afectan la absorcion/conversion, su distribucion en los diferentes tejidos y la funcionalidad



que los acidos grasos omega 3y sus metabolitos presentan tanto en condiciones fisiolégicas
normales como patoldgicas. El conocimiento cientifico actual permite describir el estatus
de acidos grasos omega 3 de un individuo, no asi las necesidades nutricionales del mismo
ya que la relacién entre dosis-contenido en diferentes tejidos respecto a su funcionalidad
no esta claramente establecida. La figura 4, muestra también los factores clave a tener en
cuenta durante la evaluacidn de la ingesta y funcionalidad de los acidos grasos omega 3.
Enrelacion con la dieta, debido a la variabilidad en el consumo de pescado, principal fuente
de acidos grasos omega 3, posiblemente el método mas adecuado son los cuestionarios de
frecuencia de consumo. No obstante, al ser un método subjetivo no es posible cuantificar
el consumo real de un individuo. Deben tenerse en cuenta también los efectos individuales
y dietéticos de la absorcidn y bioconversidn de acidos grasos omega 3, siendo el géneroy
la edad los principales factores influyentes.

No obstante, la metodologia para la determinacién de dcidos grasos tanto en alimentos
como en muestras bioldgicas esta ampliamente documentada. En términos generales,
el procedimiento para su determinacién incluye una separacion de la fraccion lipidica de
interés, una reaccion de transmetilacién para la formacién de ésteres metilicos (FAME,
fatty acids methyls esters) en algunos casos y la posterior identificacion de acidos grasos
individuales por técnicas cromatograficas (AOCS, 2007). La metodologia es bastante fiable
y los principales problemas en la determinacién pueden ser debidos a un mal manejo de
las muestras, una baja tasa de recuperacion de la fraccidn lipidica o una baja capacidad
analitica durante la separacion cromatografica.
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Figura 4. Aproximaciones para el estudio de la metabolémica de los acidos grasos omega 3, desde
un punto de vista funcional-fisiolégico y nutricional.



En relacién con las muestras de analisis del perfil de acidos grasos, el interés general radica
en la determinacién del contenido de DHA y EPA en cerebro, corazon, retina, etc; érganos
donde se encuentran en una mayor proporcion. Sin embargo, la accesibilidad de estos
6rganos es nula en la mayor parte de las condiciones experimentales en humanos. Razén
por la cual se han buscado otros tejidos y compartimentos bioldgicos para su analisis que
puedan estar correlacionados con el contenido de estos acidos grasos en dichos érganos
diana. Los mas ampliamente utilizados son el suero o el plasma, las membranas celulares
de los eritrocitos y, de forma menos frecuente, el tejido adiposo, células bucales, esperma,
plaquetasy leucocitos (Sarri et al., 2008; Koletzko et al., 1999; Connor et al., 2000; Gulaya
etal., 2001; Li et al., 2007; Vedin et al., 2008).

No obstante, es necesario enfatizar que existen diferencias de los niveles de acidos grasos
entre los tejidos sanguineos y neuronales. Por ejemplo, los niveles de DHA en plasma son
alrededor del 2 - 6% en comparacion con un 14% o mas en algunas partes del cerebro. En
el plasma, el DHA se distribuye en dos compartimentos; principalmente en las fracciones
de lipoproteinas y en una baja concentracion (4-6%) en forma de dcidos grasos libres
no esterificados. En la fraccion de lipoproteinas, el DHA se encuentra esterificado a
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, colesterol y triglicéridos. Mientras que en el cerebro,
las fracciones de triglicéridos son bajas y la mayor parte de los AGPI n-3 se encuentra en las
membranas celulares en Ias fracciones de fosfolipidos y diacilglicéridos.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, varios estudios han demostrado una correlacién
entre la ingesta dietética de acidos grasos omega 3y suincorporacion en compartimientos
sanguineos. En términos generales, la incorporacion de DHA en ésteres de colesterol
refleja la ingesta en un periodo de 1 a 2 semanas; el DHA presente en las membranas
eritrocitarias, la ingesta en un periodo de 1 a 2 meses; mientras que el contenido de
DHA en el tejido adiposo podria reflejar el consumo durante afos. No obstante, algunos
autores sugieren que el tiempo de vida media de los lipidos de membrana eritrocitarios
es relativamente corto (7-9 h) y que su composicién cambia continuamente durante la
circulacién, respondiendo de la misma forma que el contenido acidos grasos en plasma
(Skeaff et al., 2006). Los cambios de la dieta en relacion a la ingesta de acidos grasos
pueden verse reflejados, de forma cualitativa, en las membranas de los eritrocitos en un
tiempo tan corto como 2 semanas, observandose incluso correlaciones con algunos acidos
grasos después de 5 dias de ingesta. A modo de comparacién, en la tabla 4, se muestra
el contenido de acidos grasos en membranas celulares de eritrocitos en una poblacién
espafiola. El consumo de 4cidos grasos omega 3 en la poblacién estudiada era de 0,9 g/



dia (20:5n-3 + 22:6 n-3) y un indice omega 3 de 7,1 lo cual podria ser considerado como
adecuado tanto en ingesta como en composicion lipidica de membrana celular.

Acidos grasos Medianas Rango intercuartil
12:0 0.06 0.03-0.16
14:0 0.77 0.25-1.03
16:0 22.47 21.57-23.44
18:0 14.25 11.69-16.20
20:0 0.21 0.14-0.28
22:0 0.20 0.06-0.31
YAGS 37.57 35.73 -39.96
14:1n-5 0.31 0.14-0.48
16:1n-7 0.53 0.19-0.84
cis,9-10:1n-9 17.64 15.87-19.25
20:1n-9 0.30 0.24-0.36
24:1n-9 0.56 0.31-0.87
>AGM 20.02 17.9 - 21.67
18:2n-6 13.42 11.7-15.56
18:3 n-6 0.12 0.08-0.18
20:3 n-6 1.93 1.64-2.29
20:4n-6 16.52 14.62 -18.1
>n-6 AGP 31.98 30.41-34.05
18:3n-3 0.17 0.11-0.27
20:5n-3 0.94 0.71-1.26
22:5n-3 1.81 1.46-2.21
22:6n-3 6.09 5.16-6.82
>n-3 AGP 9.21 7.84-10.42

Tabla 4. Proporciones de dcidos grasos en membranas celulares de eritrocitos en una poblacién que
sigue una dieta mediterranea. Tomado de Sala-Vila et al., 2011.

Para definir la especificidad de un biomarcador de ingesta de acidos grasos omega 3, es
necesario también tener en cuenta la produccion endégena de EPA y DHA a partir de su
precursor el ALA. Existe un gran consenso de que la ingesta de ALA contribuye de forma minima
en el incremento de los niveles de DHA en humanos. Si bien es cierto, que el ALA previene Ia
disminucion de los niveles de DHA, la suplementacién extra de ALA no induce incrementos
significativos de DHA en sangre, posiblemente por la regulacién de la A6 desaturasa como
se ha descrito previamente. Varios estudios demuestran que existen niveles marginales de
DHA en sangre incluso cuando su ingesta dietética es nula. Sin embargo, la suplementacion
de DHA a altas dosis promueve un incremento logaritimico de los niveles sanguineos, de



manera que con ingestas superiores a 2 g/dia no se observan incrementos correlativos en
sangre, llegando a la saturacion del sistema. Es decir, a niveles de suplementacion inferiores
a 2 g/dia, el incremento plasmatico de DHA podria corresponder exclusivamente a la ingesta
dietética. Este comportamiento logaritmico fue descrito por Arterburny colaboradores (2006)
a partir de una meta-regresion de estudios de dosis respuesta a 16 niveles de suplementacion,
obteniendo la siguiente ecuacién de la curva y=1,742 In(x)+4,023 (r>=0,91). Otros autores
han desarrollado modelos matematicos predictivos, que aplicados a la ingesta dietética de
acidos grasos omega 3y 6, pueden predecir la composicidn de acidos grasos de los fosfolipidos
plasmaticos y, de manera inversa, en base a la composicion de los acidos grasos plasmaticos,
puede determinar la ingesta de dcidos grasos omega 3 de |a dieta (Lands et al., 1992).

Pero, icudl seria el mejor indicador en sangre de la ingesta dietética de dcidos grasos omega
3?7 Existen revisiones sistematicas que evallan hasta 41 estudios sobre bhiomarcadores
de ingesta de acidos grasos omega 3 (Serra-Majem et al., 2012). Como conclusion, las
mediciones en plasma y eritrocitos sequn los datos publicados, parecen ser los mejores
marcadores de ingesta; mientras que las fracciones de lipoproteinas LDLy HDL y las células
blancas, no muestran una buena correlacion entre ingesta y contenido.

En base a esta informacién se han definido dos indices para determinar el estatus de acidos
grasos omega 3 en poblaciones: 1) El omega-3 index (Harris et al., 2007), que expresa
los niveles de EPA + DHA en las membranas eritrocitarias como un porcentaje del total de
acidos grasos; y 2) el HUFA index (highly unsaturated fatty acids; > 20 carbonosy > 3 dobles
enlaces), descrito por Stark et al (2008), que determina el contenido de n-3 HUFA en relacion
con el total de HUFA en compartimentos sanguineos.

Teniendo en consideracidon que los niveles sanguineos de acidos grasos omega 3 pueden
estar correlacionados con la ingesta dietética, el siguiente punto a determinar es si los niveles
sanguineos estan correlacionados con los observados en tejidos diana (cerebro, retina, etc.).
Varios estudios en modelos animales observan un alto nivel de correlacion entre los niveles
de DHA en plasma y membrana de eritrocitos y el contenido en cerebro, retina e higado. Por
ejemplo, los niveles de DHA en cerebro de mandriles neonatos correlaciona con los niveles
que presentan las membranas de eritrocitos (r?=0,86) (Sarkadi-Nagy et al., 2004). De la
misma forma que en cerebro, los niveles cardiacos de DHA muestran una buena correlacion
con los niveles de la membrana eritrocitaria (Harris et al., 2006) en sujetos con baja y alta
ingesta de acidos grasos omega 3. Sugiriendo que la determinacién de la composicidn de
acidos grasos en compartimentos sanguineos puede ser un indicador de los niveles de dichos
acidos grasos en otros tejidos.



3. Marcadores metabolémicos y lipidémicos de exposicién y
funcionalidad de acidos grasos omega 3.

A modo de introduccién, la metabolédmica y lipidémica son metodologias incluidas dentro
de las ciencias 6micas con el fin de determinar al maximo posible, los metabolitos y lipidos
en diferentes compartimentos corporales en un tiempo determinado. Los metabolitos
(entre ellos también los lipidos) son pequefias moléculas quimicamente transformadas
durante el metabolismo, por lo que su analisis puede proporcionar una visién funcional del
estado de un organismo. A diferencia de los genes y las proteinas (gendmica y protedmica
respectivamente), cuya funcion y expresion pueden estar regulados epigenéticamente o por
modificaciones post-translacionales; los metabolitos pueden servir como marcadores de la
actividad bioguimica en un momento dado, la cual es altamente correlativa al fenotipo del
individuo. Eltérmino lipidémica es relativamente nuevo (2001) y se define como el andlisis de
todos los lipidos de una muestra bioldgica con el fin de caracterizar las especies moleculares
presentes y sus funciones bioldgicas.

Desde un punto de vista conceptual, el avance en los conocimientos sobre metaboldmica-
lipiddmica pueden verse afectados por el hecho de que los compuestos a analizar son
productos de la actividad enzimatica, por lo que los resultados pueden presentar variaciones
procedentes de diferencias inter-individuales y/o en el tiempo. La composicidon de metabolitos
de una muestra podria refleja la dieta habitual, genética, fenotipo metabdlico, estilos de
vida, regulacion hormonal y la interaccidn entre ellos de un individuo. De hecho, Ia dieta
es uno de los factores que mas efectos importantes tiene sobre los sustratos, productos e
induccién enzimatica del metabolismo, con lo cual puede existir una gran variabilidad entre
mediciones incluso para un mismo individuo.

El progreso en el desarrollo de técnicas de espectrometria de masas hace que actualmente
sea posible medir de forma rapida miles de metabolitos a partir de una muestra pequefia.
No obstante, el primer paso para el estudio del metaboloma (conjunto/composicion de
metabolitos de una muestra) es la determinacién del nimero de metabolitos a analizar.
En algunos casos, puede resultar de interés el andlisis de un set definido de metabolitos,
por ejemplo de una via metabdlica especifica, utilizando una aproximacién denominada
Metaboldmica Dirigida, 1a cual permite una cuantificacion mas precisa de cada metabolito.
Por otro lado, también es posible realizar una aproximaciéon “no dirigida” (Metabolémica
No Dirigida), en la que se analizan todos los metabolitos posibles y permite la comparacion
del metaboloma entre dos muestras o tipologia de muestras. Esta dltima aproximacién
resulta Util en la determinacion de nuevos biomarcadores, debido a que muchas de las



moléculas detectadas no se encuentran incluidas en la mayoria de bases de datos actuales
de metabolitos. Por otro lado, la cuantificacién de metabolitos requiere que cada uno de
ellos sea comparado con un estandar interno, determinando la diferencia de areas. Esta
metodologia es claramente problematica en el analisis de todas las especies de metabolitos
posibles, ya queimplicaunagran cantidad de estandaresinternos. Adicionalmente, losrangos
de linealidad para la cuantificacién pueden ser diversos entre metabolitos, imposibilitando
una cuantificacién adecuada. De forma que cuando el objetivo del estudio es solamente Ia
identificacién quimica de la especie, la cuantificacion de los metabolitos puede obviarse.

El momento de toma de muestras puede ser crucial en la determinacion de los efectos de
los mapas metaboldmicos y lipidémicos en Ia fisiologia del individuo. La mayoria de estudios
se realizan en individuos en ayunas. De hecho, la mayoria de bases de datos de metabolitos
muestran concentraciones en estados basales que permiten su comparacién. En ese sentido,
algunos de los efectos de la ingesta prolongada de acidos grasos omega 3, pueden reflejar
cambios en la proporcién de diferentes grupos de lipidos. Por ejemplo, el consumo de
pescado graso durante 8 semanas muestra una disminucién de varias especies de lipidos
bioactivos, como ceramidas, diacilgliceroles, lisofosfatidilcolinas y lisofosfatidiletanolaminas,
en comparacion con un grupo control (ingesta de pescado magro o carne) (Lankinen et al.,
2009), los cuales estan asociados con la sefializacién de la insulina y la inflamacion.

Asi mismo, Ultimamente se ha reflejado la importancia de la medicion de la respuesta
de los individuos a los alimentos en la fase post-prandial, ya que se observan diferencias
marcadas entre individuos que pueden ser predictoras de ciertas enfermedades (Jackson et
al., 2012). Por ejemplo, el incremento de triglicéridos o lipoproteinas ricas en triglicéridos y
sus remanentes son factores de riesgo independientes de enfermedades cardiovasculares
(Karpe, 1997). Por otro lado, el efecto de las fluctuaciones de acidos grasos libres entre
mono y saturados puede explicar el cambio de B-oxidacién a glicdlisis y almacenamiento de
grasas en pruebas de tolerancia oral a la glucosa en individuos sanos (Zhao et al., 2009).
Las mediciones de metabolitos post-prandiales permiten por lo tanto la identificacién de
“discriminadores individuales”, que por definicion son aquellos metabolitos que muestran
una baja variacion frente a un estimulo dietario después de la medicidn en tres exposiciones
similares, y la cual es menor en comparacion con otros tres sujetos (Zivkovic et al., 2009).

En relacién con las técnicas de andlisis se debe prestar especial atencién tanto a los métodos
de extraccion, los cuales deben ser adecuados segun la especie lipidica a analizar, asi como
a los métodos de deteccion. La tabla 5 muestra un resumen de los métodos de analisis
recomendados segun la especie lipidica. Aunque hay métodos de extraccion generalistas,



el uso de un solo solvente o paso de extraccién puede limitar el analisis exacto de todas las
especies lipidicas. En cuanto al método de deteccidn, la mayoria se basan en el analisis por
espectrometria de masas, de las cuales existen dos tipos de aproximaciones: 1) basada en la
infusion directa de la muestra sin separacion cromatografica previa, denominada “shotgun
lipidomics”; y 2) basadas en la separacién cromatografica previa al andlisis de espectrometria
de masas. La metodologia de “shotgun” permite el analisis de las muestras en base a
propiedades fisico-quimicas y, dado que no necesita una separacion previa, permite un mayor
nuimero de analisis de muestras en relacién al tiempo. El principal inconveniente de este
método es que el grado de resolucién es bajo y las especies mas abundantes en las muestras
pueden enmascarar a las de menor abundancia. Posiblemente, el detector mas versatil para
esta metodologia serfa un QTOF. Respecto al analisis basado en la separacién cromatografica
previa, el analisis dependera de la tipologia de la especie a analizar. En la pagina web de la
American Oil Chemist’s Society, existe informacion detallada de los métodos de extraccion,
purificacién, separaciony deteccion, que pueden servir de guia para el disefio de experimentos.
Asimismo, en la tabla 6 se muestra un resumen de las ventajas y limitaciones de las diferentes
técnicas cromatograficas de andlisis de lipidos, con el limite de deteccién especifico para cada
método. Desde métodos altamente sensibles como el ELISA, que permite cuantificaciones de
1a 5 pg, posiblemente Util para la determinaciéon de mediadores inflamatorios en condiciones
basales; hasta métodos clasicos como la GC-MS.

Grupo Extraccion Método

Acidos grasos Metanol HCl/Isooctano GC/MS, estandares deuterados

Eicosanoides SPE LC/MS (fase reversa)- ESI-QTRAP

Glicerofosfolipidos Metanol HCI/CHCI, LC/MS (fase normal)— ESI-QTRAP

Cardiolipinas Metanol HCI/CHCI, LC/MS (fase normal)— ESI-QSTAR-XL utilizando

métodos MS/MS.

Glicerofosfolipidos Acetato de Etilo/ Isooctano LC/MS (fase normal)-ESI-QTRAP, modo de
Derivatizacion de diacilgliceroles deteccion [M+NH4]+

Esteres de colesterol Acetato de etilo/ Isooctano LC/MS (fase normal)-ESI-QTRAP, modo de

deteccion [M+NH4]+

Esteroles Saponificacion, Metanol/CHCI,, SPE Combinacién de GC/MS, LC/MS (fase reversa) en
ESI-QTRAP y APCI-MS.

Esfingolipidos Metanol/CHCI3 + KOH metandlico Combinacién de LC-C18, LC-Si y LC-NH,, ESI-QTRAP
y API-3000 TQP con métodos MRM.

Prenoles Metanol HCI/CHCI, LC/MS (fase reversa), QSTAR-XL.

Tabla 5. Resumen de los métodos de analisis recomendados segun la especie lipidica a analizar.



Pasada la fase de andlisis, el siguiente paso es el procesamiento de datos. En el caso de la
metaboldmica dirigida, existen varias bases de datos a consultar para la interpretacion de
analisis metabolémicos y lipidémicos. En el caso de los lipidos, en la pagina web Lipidomics
Gateway se pueden encontrar tutoriales para la determinacion de las diferentes especies
lipidicas (Lipidomics methods). Hasta el momento, tienen indexadas 37566 estructuras de
lipidos. Adicionalmente, para la determinacion de los efectos de las diferentes especies
lipidicas en el metabolismo, transcripcion génica, etc., es recomendable utilizar una base
de datos mas generalistas de metabolitos. El Human Metabolome Database es una base
de datos bastante amplia de metabolitos humanos en diferentes compartimentos (sangre,
orina, liquido cefalorraquideo), referida tanto a sus concentraciones en condiciones
fisioldgicas normales, como patoldgicas. Esta misma web contiene informacién espectral
del compuestoy un link ala KEGG para la localizacién de la especie dentro del metabolismo
humano, asi como las vias metahdlicas implicadas.

Método Limite de Ventaja Limitacion

deteccion

LC-UV-MS-MS 10 pg-1ng  Posiblemente el método mds sensibley  Métodos especificos son necesarios para la
exacto. No es necesario derivatizar los cuantificacién de metabolitos.

lipidos.

GC-MS 100 ng Deteccion de mdltiples analitos en una La derivatizacion es necesaria. Algunos

sola adquisicion. metabolitos no se observarian.

LC-Uv 1ng Puede existir co-elucion de analitos con tiempos
de retencion similares. Espectro UV del analito
es necesario.

ELISA 1pgas5pg Altasensibilidady selectividad. Disponible para algunos mediadores lipidicos

(PGE2, PGD2, LTBA4, LXA4).

Tabla 6. Caracteristicas de los diferentes métodos de lipidémica

En el caso de la metabolémica no dirigida, el trabajo principal es el procesamiento de
datos para la comparacién de las muestras y filtrado de informacion. Para ello es
necesario la utilizacion de analisis estadisticos multivariantes, los cuales pueden ser
supervisados (PLSDA, Partial Least Squares Discriminant Analysis), en los que se identifican
previamente las muestras separandolas por grupos (tratamientos, sexos, edades, etc.);
y no supervisados (PCA, Principal Component Analysis), que analiza la varianza entre las
muestras, de tal forma que las muestras similares presentan poca variacion entre ellas 'y



tienden a estar agrupadas y las muestras diferentes muestran un mayor grado de variacion
y se encontraran mas separadas. Estos resultados se grafican de forma tridimensional,
donde la variacién entre todos los componentes da como resultado una localizacién en un
punto determinado (x,y,z). También se pueden utilizar otros tipos de analisis de agrupacion
o clusterizacion para la representacion de las diferencias entre las muestras (por ejemplo
Heat Map). Identificada la diferencia de masas entre las muestras, se puede hacer uso
de las bases de datos metabolémicas descritas anteriormente para la identificacion de
biomarcadores.

En término generales, un procedimiento metabolédmico para la identificacién de biomar-
cadores consistiria en el desarrollo de una metabolémica no dirigida para la identificacion
de especies diferenciales, sequido de una metabolémica dirigida para la cuantificacion de
dichas especies diferenciales, de la siguiente forma:

i.  Extracciony purificacion de la muestra

ii.  Analisis por espectrometria de masas

ii. Determinacion de metabolitos diferenciales por métodos de analisis estadistico
iv. Identificacién de metabolitos diferenciales en bases de datos

v.  Seleccion de patrones y construccion de rectas de calibracion

vi. Cuantificacion de metabolitos en muestras

Pero posiblemente, eltrabajo mas complicado es la comprensién de la significancia fisiolégica
de los diferentes perfiles metabolémicos obtenidos. En el caso de los acidos grasos omega
3, existe informacidn sobre el efecto de metabolitos directos, asi como de otros metabolitos
inducidos por transcripcion génica.

El estudio de las funciones sefializadoras de los lipidos es posiblemente mas complicado que
el estudio de sus estructuras. Las membranas celulares y nucleares son fuentes de moléculas
lipidicas sefializadoras denominadas oxilipinas (generalmente por la adicién de oxigeno-
oxidacion a las estructuras); las cuales se pueden clasificar en tres tipos:

+ Metabolitos de ciclooxigenasas (COX)
« Metabolitos de lipoxigenasas (LOX)
» Metabolitos del citocromo P450 (cytP450)



Los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga de 18-20 carbonos, incluyendo EPA
y AA, son precursores de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos);
mientras que los acidos grasos de 20-22 carbonos, son precursores de resolvinas,
lipoxinas y neuroprotectinas (figura 5, esquema general de metabolitos generados
a partir del efecto de los dcidos grasos sobre COXs, LOXs y cytP450; tabla 7: lista
metabolitos producidos por cada acido graso). En lineas generales, los acidos grasos son
liberados de las membranas celulares por la fosfolipasa A2 (PLA2) y transformados por las
ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1, COX-2) en prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX), por las
lipooxigenasas (LOX) 5, 8, 12 y 15 en leucotrienos (LT), y 4cidos hidroxieicosatetraenoico
(HETE), hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE) e hidroxieicosapentaenoico (HEPE).
Adicionalmente, los derivados trihidroxi de EPA dan lugar a resolvinas (Rv) o lipoxinas
(LX); asf como los derivados dihidroxi- y trihidroxi del DHA, a las series D de resolvinas,
neuroprotectinas y maresinas. Existen dos publicaciones recientes que describen métodos
de metabolémica dirigida para el analisis de hasta 39 metabolitos lipidicos de forma
simultdnea con una sensibilidad de 0.07 a 32 pg (20 pM-10 nM) (Yang et al., 2009 y
2011).

Protectinas
PGserie2 Maresinas
TXserie2
PGserie3 LTserie5
TXser|e3 E-resolvinas
| COX, 15- LOX, 12-LOX | | 5-LOX, 8- LOX cytP450 cox2 |
'EPA|  |DHA| |EPA| | DHA|

Figura 5. Principales especies lipidicas inducidas enziméaticamente.



Productos

intermedios

Productos finales

Funcion

Enzima Productos
iniciales
AA CoX PGG2, PGH2
15-LOX 15-HPETE
12-LOX 12-HPETE
5-LOX 5-HPETE
8-LOX 8-HPETE
COX-2 inhibida por 15R-HPETE

aspirinaCyt P450

Cyt P450 Por hidroxilasas:
Monooxygenasas  19-HETE, 20-HETE
Por
epoxigenasas:
5,6-EET
EPA cox PGG3, PGH3
15-L0X 15-HPEPE
12-LOX 12-HPEPE
5-LOX 5-HPEPE
COX-2 inhibida por 18R-HPEPE
aspirina
Cyt P450
COX-2 inhibida por 18S-HPEPE
aspirina
Cyt P450
DHA 15-LOX 17S-HPDHA
5-LOX 17S-HPDHA
COX-2 inhibida por 17R-HPDHA
aspirina
12-LOX 14s-HPDHA

PGD2, PGE2, PGI2,
PGF2a, PGJ2

15-HETE
12S-HETE

12R-HETE

5-HETE, LTA4

8-HETE

15R-HETE

8,9-EET;
11,12-EET;
14,15-EET

PGD3, PGE3, PGI3,
PGF3a

15-HEPE
12-HEPE
5-HEPE, LTA5
55(6)-epoxy-
18R-hydroxy-
7E,9E,112,14Z,16E-EPA
5S-hydroperoxy-18R-
hydroxy-82,11Z,14Z,16E-
ETA
55(6)-epoxy-18R-
hydroxy-HEPE
5S-hydroperoxy-18S-
HEPE

NDP1

175-RvD1

17R-RvD1

MaR1

TXA2, TXB2

LXA4, LXB4

LTBA4, LTC4, LTD4, LTE4

15-epi-LXA4,
15-epi-LXB4

5,6-epoxy-PGE1
diHETEs

TXA3

LTB5, LTCS5, LTD5, LTES

RVE1

RVE2

18S-RVE1,
18S-RVE2

Pro-inflamatorio

Pro-inflamatorio
Inactivo?
Activacion de ICAM-I por
NFkB, expresién de proto-
oncogenes

Pro-inflamatorio

Pro-inflamatorio

Anti-inflamatorio

Pro-inflamatorio

Pro-inflamatorio

Anti-inflamatorio
Anti-inflamatorio?
Pro-inflamatorio

Resolucién inflamacion

Resolucién inflamacién

Pro-resolvinas

Neuroproteccién,
proteccion fotoreceptores,
proteccion de estrés
oxidativo
Pro-resolvina

Pro-resolvina

Pro-resolvina

Tabla 7. Mediadores lipidicos producidos a partir de diferentes acidos grasos y sus funciones.
Tomado de Kremmyda et al., 2011.



Teniendo en cuenta las diversas vias metabdlicas que dan origen a las diferentes especies
lipidicas, a la hora de determinar la significancia fisioldgica del perfil lipidico analizado es
util considerar los distintos estimuladores enzimaticos (tabla 8) (generalmente citoquinas
inflamatorias), y no enzimaticos (estrés oxidativo) de la metabolizacion de dcidos grasos de
membrana. En este sentido, tanto el andlisis de vias inflamatorias como del estrés oxidativo
puede resultar dificil. En el primer caso, debido ala complejidad de las propias viasinflamatorias
y que las células normalmente responden a mapas inflamatorios complicados; y en el
segundo caso, porqgue su induccién puede proceder de origenes diferentes. Adicionalmente,
en relacion con el estrés oxidativo, las estructuras lipidicas de las membranas celulares se
podrian considerar quimicamente fragiles. Los fosfolipidos y particularmente los acidos grasos
poliinsaturados son sensibles a convertirse, mediante varias reacciones quimicas de oxidacion,
hidrdlisis, etc (termodindmicamente favorables), en productos de solubilidad y estructuras
variables con capacidad de sefializacion celular. El estudio de reacciones de auto-oxidacion
controlada en diferentes grados permitiria distinguir entre las especies lipidicas producidas
por reacciones enzimaticas biolégicamente controladas y las producidas por agresiones
oxidantes. Actualmente, no es sorprendente el desconocimiento de la importancia de las
diferentes especies lipidicas en la biologia celular ya que los derivados lipidicos de cualquiera
de estas reacciones parecen tener funciones requladoras especificas, hasta el punto de que el
excesivo uso de antioxidantes puede resultar controvertido.

El estudio de la diversidad de metabolitos inducidos por mediadores lipidicos podria
dividirse en 1) relacionados con vias del metabolismo energético y 2) relacionados con vias

inflamatorias. No obstante, también podrian estar implicados ) :
Enzima Estimulador

en otras vias metabdlicas a nivel del sistema nervioso central.

15-L0X IL-4
La regulacién del anabolismo y catabolismo lipidico esta cri- IL-13
ticamente controlada por la homeostasis energética celular, 510X LPS
la cual esta requlada y auto-regulada por varios receptores TNFa
nucleares que actlan como sensores de necesidad energética. ONGF
Entre ellos, se puede mencionar la familia de PPARs (Peroxi- Cox-2 IL1B
some Proliferator-Activated Receptor), factores de transcrip- TL,\FI)FSa
cion de genes involucrados en la requlacién de la diferencia- fMLP
cion celular, metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas GT;FC‘EF

y otras vias metabdlicas. Se hanidentificado tres tipos de PPARs
. . Tabla 8. Factores inflamatorios
(alfa, gama, beta-delta) con una expresion diferencial entre estimuladores de enzimas

tejidos. PPAR se expresa predominantemente en tejidos que Involucradas enla generacién de
eicosanoides y docosanoides.



oxidan acidos grasos (higado, musculo, tejido adiposo marrén), regulando la expresion de
genes involucrados en el metabolismo, transporte y oxidacién de lipidos, y la homeostasis de
la glucosa. La activacion de estos genes resulta en el incremento de la captacién y oxidacion
de acidos grasos y la hidralisis de triglicéridos, dando como resultado neto una disminucién
de los niveles plasmaticos de triglicéridos y un incremento de HDL y flujo de colesterol. Este
mecanismo regulador podria resultar importante en patologias metabdlicas como enferme-
dades cardiovasculares, diabetes tipo 2 o, en su conjunto, el sindrome metahdlico.

Por otro lado, en condiciones de inflamacién, la suplementacién de acidos grasos omega
3 tiende a reducir el contenido de biomarcadores de inflamacién, cosa que no ocurre en
individuos sanos, posiblemente por los bajos niveles de hiomarcadores inflamatorios en
plasma que éstos presentan (Rangel-Huerta et al., 2012). No obstante, algunos autores han
estudiado el efecto de los acidos grasos omega-3 en poblaciones sanas, estimulando de
manera transitoria la produccién de mediadores de inflamacién (citoquinas inflamatorias,
proteinas de fase aguda) y estrés oxidativo, a través de la respuesta inflamatoria que se
induce después del ejercicio fisico. En este contexto experimental, la suplementacién con
acidos grasos omega-3 muestra una disminucién de los niveles de proteina C reactiva, IL-6 y
TNFo. (Bloomer et al., 2009).

Para finalizar, es posible concluir que desde que Dyerberg estableciéd una relacién entre
la ingesta de acidos grasos omega-3 vy el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular al
estudiar el patrén dietético de la poblacion esquimal de Groenlandia, varios estudios y meta-
analisis de los mismos han demostrado los efectos beneficiosos de la suplementacién con
acidos grasos omega-3. Y, aunque los mecanismos y vias metabdlicas de accién implicados
no estan esclarecidos, el estudio de la metabolémica-lipidémica en un punto determinado
podria daruna “instantanea” del comportamiento metabdlico de los acidos grasos omega-3.
De manera que si esta instantanea se repitiera varias veces a lo largo del tiempo, se podrian
vislumbrar las implicaciones metabdlicas de dicha suplementacion.
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Resumen

De la ingente actividad industrial relacionada con el mar se genera gran cantidad de
subproductos que son susceptibles de ser aprovechados. Si bien el uso de estas sustancias es
bien conocido para la farmaciay la nutracéutica, actualmente se estan empezando a emplear
para el desarrollo de alimentos funcionales y en la cosmética. En el presente capitulo se hace
una revision de sustancias activas que se estan aplicando en estos dos campos. Igualmente,
y dada la importancia que para la salud y el bienestar estan tomando, hacemos una revision
de algas y productos de talasoterapia con aplicaciones cosméticas.

Introduccion

En la actualidad, los mares representan para la humanidad la mayor fuente de recursos
naturales sobre el planeta y, de todas las actividades relacionadas, es la pesca la que mas
destaca. Tanto la industria extractiva como la transformadora de productos del mar generan
un enorme volumen de subproductos y residuos que, no estando aprovechados, pueden ser
una fuente valiosa de materias primas.

A lo largo de la cadena de valor de los productos pesqueros (desde la pesca hasta el
consumidor) se genera unagran cantidad de subproductos que son susceptibles de revalorizar
mediante el tratamiento adecuado. A través de tecnologias alternativas fundamentalmente
basadas en la aplicacion de bioprocesos (bien solos o en combinacién con tecnologias
convencionales) estos subproductos se pueden reintegrar en los ciclos productivos mediante
la obtencidn de materiales de alto valor afladido como moléculas funcionales y bioactivas.



De los recursos vivos del mar que el hombre utiliza como alimento, se ha iniciado la extraccion
de una serie de compuestos quimicos. Algunas de estas sustancias estan destinadas a
usos farmacéuticos. Por ejemplo, las prostaglandinas, que son reqguladores hormonales,
se obtienen de los gorgonidos o abanicos de mar; de las esponjas marinas se extrae una
solucién que en proporciones de 10 y 100 partes por millén tiene una fuerte actividad
antibidtica contra cierto tipo de bacterias, como algunos Stafiloccocus aureus que, hasta
hace poco tiempo, representaban un problema en los centros médicos por su resistencia
a los antibidticos conocidos. También se han aislado algunas sustancias inhibidoras del
crecimiento de tumores malignos como las que se extraen de la almeja, no presentandose
toxicidad aparente en los animales tratados de manera experimental.

Pero si del mar se esta comenzando a obtener gran cantidad de moléculas bioactivas
con aplicaciones médicas, farmacéuticas y nutracéuticas, también se estan consiguiendo
sustancias o subproductos de la pesca, menos conocidos, con aplicaciones cosméticas y de
alimentacion funcional.

El objetivo del presente capitulo es revisar los productos o moléculas empleados con estos
nuevos fines que representan una nueva oportunidad para la industria pesquera.

1. Nuevos alimentos

Al'margen del empleo de los excedentes y de los subproductos del pescado como fuente de
proteina para alimentacién animal o piscicola, existen otros usos potenciales ligados a la
aplicacion en hienes de consumo humano de alguno de sus componentes que presentan un
elevado valor bioldgico o funcional.

Sequn ILSI (ILSI Europe, 1999) un alimento puede ser considerado funcional si se ha
demostrado de manera satisfactoria que posee un efecto beneficioso sobre una o varias
funciones en el organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales, siendo esto
relevante para la mejorfa de la salud y/o la reduccion del riesgo de enfermar.

Es importante sefialar que los alimentos funcionales han de ser ante todo un alimento porlo
que no se pueden consumir como una férmula farmacéutica (polvos, capsulas, comprimidos,
etc.). Ademas, los alimentos funcionales deben demostrar sus resultados en cantidades que
puedan ser consumidas normalmente en la dieta.

En este sentido, las declaraciones de propiedades saludables de los alimentos funcionales
deben ser autorizadas por la Unién Europea (Reglamento CE, 2006). Dichas declaraciones



de salud deberan sustentarse en estudios cientificos y es EFSA, la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria, el organismo encargado de valorar dichos estudios y, en su caso,
incluir los componentes en el listado de alegaciones de propiedades saludables de los
alimentos, indicando la cantidad minima que debe tener el alimento para que tal efecto
pueda ser considerado y, por tanto, publicitado.

En los dltimos afios, la industria alimentaria ha realizado una gran inversion en el desarrollo
de alimentos funcionales como consecuencia del creciente interés del consumidor por una
alimentacién adecuada. Esta demanda de nuevos alimentos también esta siendo sequida por
las autoridades que pretenden dar informacién veraz sobre ellos (Marcos y Aqguilera, 2008).

De todos los subproductos bioactivos que la industria pesquera genera (Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2012), el Unico que actualmente se estd
empleando en alimentacién funcional es el aceite de pescado y sus principales componentes
los dcidos grasos esenciales eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Del
mismo modo, del analisis de la lista que Bernal (Bernal, 2005) realizé sobre nutracedticos o
compuestos hioactivos que la industria farmacéutica y alimentaria esta utilizando, también
resalta que los Unicos que tienen origen marino son los mismos compuestos, los acidos
grasos omega 3 EPAy DHA. Tan sélo el escualeno puede encontrarse también enriqueciendo
aceite de oliva, aunque su origen no es marino sino vegetal.

2. Acidos grasos omega 3 de cadena larga

Los acidos grasos omega 3 de cadena larga EPAy DHA no pueden ser sintetizados por nuestro
organismo por lo que debemos incluirlos en la dieta (Arterburn et al., 2006). El inconveniente
surge por el hecho de que sélo los podemos consumir en cantidades importantes a través del
pescado graso y/o en suplementos y alimentos enriquecidos.

La principal fuente de EPAy DHA en la dieta es el pescado azul que lo toma del fitoplacton ya
que las algas marinas son los organismos que tienen la capacidad de sintetizarlos (Arterburn
etal., 2006). La cantidady proporcién de los dcidos grasos en el pescado depende de diversos
factores como la edad, el tamafio, la época del afio, la temperatura del agua y, sobre todo,
de la especie (Lavie et al., 2009). EI EPA se obtiene de especies como la sardinay la anchoay
el DHA de tunidos (atun, caballayjurel). En el pescado blanco estan pero en menor cantidad.

El consumo de EPA y DHA esta recomendado por organismos internacionales (WHO/FAO
Join Expert Consultation, 2003) ya que su ingesta es baja en muchos paises occidentales y los



beneficios para la salud derivados de ello son mdltiples (Caldery Yagoob, 2009), destacando
sobre todos los relativos a la salud cardiovascular (Lavie et al., 2009, AHA, 2006).

Su principal forma de comercializacién es como nutracéutico, principalmente como capsulas
de gelatina blanda. Sinembargo, su utilizaciéon en alimentacién funcional se haincrementado
en los Ultimos afos haciendo de los acidos grasos omega 3 uno de los compuestos bioactivos
mas empleados en estos fines. Las matrices alimentarias empleadas son diversas: lacteos
(leche, yogur, queso y mantequilla), margarinas, huevos embutidos, zumos, cereales, pan,
barras nutritivas, salsas y férmulas y alimentos infantiles (Whelan y Rust, 2006).

La obtencion de huevos enriquecidos en estos acidos grasos se consigue a través de la
alimentacion especial de las gallinas (Lewis et al., 2000) con &cidos grasos omega 3 de
origen vegetal principalmente y aceite de higado de bacalao. Estrategias similares se estan
utilizando para la obtencion de leche de vaca (Abughazaleh et al., 2009, Bernal-Santos et
al., 2010) e incluso fresas ricas en acidos grasos omega 3, siendo estas dltimas sometidas a
un abonado especial.

La evidencia cientifica que avala las propiedades de estos alimentos funcionales se ha
realizado de forma casi exclusiva en productos lacteos (Lopez-Huertas, 2010). Tan sélo
hemos encontrado un estudio muy reciente de un zumo de tomate enriquecido en acidos
grasos omega 3 (Garcia-Alonso, 2012) con resultados no muy concluyentes en la reduccion
del riesgo cardiovascular.

Son 6 los productos lacteos que tienen estudios cientificos que acreditan propiedades
funcionales (Estévez-Gonzalez et al., 1998, Visioli et al., 2000, Bard et al., 2003, Carrero et al,
2004,2005, 2007, Benitoetal., 2006, Castroetal., 2007, Fonolld etal., 2009, Martin-Bautista
etal., 2010, Romeo et al., 2011). Los efectos estudiados son relativos a la salud cardiovascular,
principalmente, y el sindrome metabdlico, la nutricion infantil y la salud ésea. En todos estos
trabajos los resultados son bastante contundentes en lo relativo a la correcta nutricion vy la
prevencion de enfermedades cronicas. Si bien en todos estos estudios los productos lacteos
estaban enriquecidos en acido oleico ademas de en EPA y DHA (sélo uno estaba enriquecido
con acidos grasos omega 3 de origen vegetal - Estévez-Gonzalez et al., 1998-), la obtencién de
mejores resultados se puede deber al hecho de que Ia leche facilita la biodisponibilidad de la
grasa ya que dispersa a esta (tras el proceso tecnoldgico de homogeneizacién) en pequefios
glébulos de grasa que son muy facilmente absorbibles y, por tanto, muy efectivos (Visioli et al.,
2000). De esta forma, pequefias cantidades de EPA y DHA en la leche consiguen incrementos
en plasmay en tejidos de hasta el 40% de estos acidos grasos.



Sin embargo, a pesar de todos los estudios realizados y la evidencia cientifica que los
avala, la Unica declaracion de salud a la que, de acuerdo con el reglamento de la EFSA
(Reglamento CE, 2010), se pueden acoger estos productos es al de anunciarse como fuente
de acidos grasos omega-3. Sin embargo, ello no debe considerarse como una negacién
de las propiedades beneficiosas que para la salud conlleva el consumo habitual de dichos
productos. El hecho de ser fuente de unos nutrientes esenciales y haber demostrado la
biodisponibilidad de los mismos supone per se un gran beneficio para la salud (ademas de
los beneficios demostrados en los estudios).

3. Activos de origen marino

En los dltimos afios, la moda de lo natural ha impulsado la busqueda de nuevos activos en
el campo de la cosmética. Esto se vio incrementado en los afios 90 con el desarrollo de la
encefalopatia espongiforme o enfermedad de las “vacas locas” que obligd a los fabricantes
de productos cosméticos a garantizar la procedencia de los activos de origen animal o incluso
a sustituirlos por otros de origen vegetal o marino.

Es en este momento cuando la cosmética, atenta a los intereses de los consumidores,
comienza a buscary utilizar ingredientes de origen marino. Los componentes mas utilizados
son las macromoléculas con distintas propiedades. Sin embargo, cada dia aparecen activos
mas originales y sofisticados, que si bien no tienen propiedades demasiado contrastadas,
son un buen reclamo comercial.

Por otra parte, el desarrollo de la talasoterapia ha fomentado el uso de elementos marinos.
La talasoterapia es una practica terapéutica que consiste en utilizar los elementos marinos
para generar un bienestar fisico y emocional. Si bien la talasoterapia no utiliza subproductos
marinos, es interesante porque se basa en el uso de agua marina, algas y demas productos
de origen marino.

3.1. Macromoléculas

3.1.1. Coldgeno nativo o hidrolizado

El coldgeno es una proteina del tejido conjuntivo que confiere, fundamentalmente,
resistencia.

Con una cadena de aminodcidos muy parecida al colageno sintetizado por el tejido dérmico
humano, se extrae de peces de agua fria, se purifica y se hidroliza para obtener bajos



pesos moleculares. Tiene la propiedad de formar un film que retiene la humedad cutdnea
contribuyendo a mantener la hidratacién de la piel. También induce la proliferacion de
fibroblastos y favorece la sintesis de colageno porlo que se emplea en medicina regenerativa
(Hayashi et al., 2012, Grover et al., 2012). De esta manera se conserva la organizacién
estructural de la dermis.

3.1.2. Elastina

A diferencia con el colageno, la elastina es una proteina que confiere elasticidad a los tejidos
(Grover et al., 2012).

Se obtiene por hidrdlisis enzimatica del tejido conectivo de algunas especies marinas. Es una
proteina que retiene el agua y tiene efectos reafirmantes. Mejora el peinado en cabellos
dafados por los tratamientos con alcalis.

3.1.3. Quitosdn

Es un derivado de la quitina, que es un polisacarido de N-acetilglucosamina. Obtenido a
partir del caparazén de los crustaceos (Alcalde, 2004, Vazquez et al, 2013), forma una
pelicula fina y flexible sobre la piel que evita |a pérdida de agua y proporciona elasticidad. Se
incluye en cosméticos antiarrugas, calmantes, hidratantes y tensores. En cosmética capilar la
pelicula del quitosan protege el cabello de las agresiones externas, reduce la carga estatica
y confiere una fijacion ligera del peinado, muy apreciada en espumas y geles. El quitosan
también posee una actividad antimicrobiana que justifica su empleo en desodorantes y
antiperspirantes. Al igual que el colageno, se esta empleando en medicina regenerativa
(Hayashi et al., 2012).

3.1.4. Acido hialurénico

Se compone de dacido D-glucurénico y DN-acetilglucosamina formando un disacarido.
El acido hialurdnico puede tener mas de 25.000 disacaridos formando una gigantesca
macromolécula. Hasta hace poco, la fuente de acido hialurdnico era la cresta de los gallos
principalmente, pero se ha descubierto una mejor fuente en los ojos de los peces ya que
es mas abundante, contiene mas principio activo y los procesos de produccién son mas
economicos (Vazquez et al., 2013).

El dcido hialurénico es una de las sustancias claves para dar volumen a la piel, ya que tiene la
capacidad de absorber 1.000 veces su peso en agua, de ahf su alto poder hidratante.



3.2. Aceites marinos

3.2.1. Aceites omega 3

Los aceites de pescados ricos en acidos grasos poliinsaturados de la serie omega-3, como el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el dcido docosahexaenoico (DHA) son muy valorados hoy
en dia por su demostrada accién contra las manifestaciones clinicas de la atopfa (Nicolaou,
2013). Contribuyen, asimismo en la reducciéon de la psoriasis (Balbas et al., 2011, Nicolaou,
2013) aliviando las lesiones del cuero cabelludo, el prurito, el eritema y la descamacion.

3.2.2. Escualeno

No podemos dejar de hablar del escualeno en cosmética pues es un ingrediente muy
apreciado (Bhilwade et al., 2010, Kim y Karadeniz, 2012). Se extrae del aceite del higado de
tiburdn y tiene propiedades humectantes y suavizantes en la piel. Su uso se vio limitado por
la dificultad de extraccion y por la preocupacion por estos animales. Esto llevé a buscar otras
fuentes y hoy en dia se extrae principalmente del aceite de oliva.

3.3. Algas

Son los vegetales mas abundantes de la naturaleza ya que existen miles de especies de lo
mas heterogéneas. Muchas de ellas son utilizadas en cosmética por su contenido en sales
minerales, vitaminas, oligoelementos, aminoacidos, etc., y por su facil penetracién a través
de la piel, proporcionando interesantes y diversas propiedades.

Los pioneros en el cultivo de las algas fueron los franceses que se especializaron en su
extracciény purificacion (Langreo 2001, Briand, 2003, Alcalde, 2004). Ahora es una industria
que se ha extendido por numerosos paises bafiados por las costas marinas.

Las algas en cosmética pueden usarse como agentes texturizantes de las férmulas o como
principios activos que aportan sus propiedades al producto cosmético donde van incluidos.

Se clasifican segun su color en algas pardas, rojas, verdes y verdes-azuladas.

3.3.1. Feoficeas o algas pardas

Suelen ser grandes, se encuentran en habitats frios y deben su coloracién a la presencia de
ciertos pigmentos carotenoides.

Se suelen emplear en la obtencidn de alginatos. Estos, forman geles al mezclarlos con agua,
creando una pelicula plastica que puede utilizarse como mascarilla. Al cabo de unos minutos



esta pelicula se secay se retira de una sola pieza, por lo que su uso es muy cémodo y limpio.
Ademas sirven como vehiculo de principios activos, que al formar una capa oclusiva sobre la
piel, penetran con facilidad.

e laminaria digitata: Tiene propiedades adelgazantes, reafirmantes y seboreguladoras
por su composicion rica en laminarina, iodo, fucosterol y acido alginico. Se emplea en
tratamientos para pieles y cabellos grasos y en productos anticeluliticos.

o Ascophyllum nodosum: Es rica en minerales, proteinas y carbohidratos. En su
composicion también entran numerosas vitaminas como caroteno, vitaminas A,
E, B, Hy C. Su contenido en iodina la hace apropiada para incluirla en tratamientos
anticeluliticos como adelgazante. También se han demostrado sus propiedades
antioxidantes ya que combate las especies reactivas del oxigeno causantes del dafio
celular.

e Fucus vesiculosus: Es una importante fuente de iodo por lo que se emplea
principalmente para combatir la celulitis y la obesidad. Pero en su composicién entran
otros principios activos como mucilagos, vitaminas y sales minerales que le confieren
numerosas propiedades.

e Undaria pinnatifida (wakame): Es un alga comestible muy apreciada en Asia cuyo
uso se ha extendido a la cosmética. Sus propiedades estan basadas en su contenido
en fucano, un polimero con actividad antihialuronidasa y antielastasa que sirve para
preservar la integridad de la capa dérmica.

3.3.2. Rodoficeas o algas rojas

Son mas pequefas que las pardas. Su color rojizo proviene de la presencia de hiliproteinas
que ocultan el color verde de la clorofila. Se encuentran en todos los mares y pueden vivir a
gran profundidad.

e Chondrus crispus. Poderoso hidratante con una concentracion elevada en vitaminas,
minerales y oligoelementos. Se emplea en cosmética para las pieles secas y sensibles
por sus propiedades suavizantes. Tiene también una potente accién antioxidante que
combate el envejecimiento.

e Palmaria palmata. Contiene minerales (cloro, potasio, calcio, sodio, magnesio,
fosforo), mucilagos y aminodacidos. Por su accion vasodilatadora se incluye en
tratamientos anticeluliticos y de piernas pesadas.



Gelidium cartilagienum. Rica es esteroles, concretamente rodisterol, tiene la
propiedad de estimular la lipolisis a nivel local, lo que combate la acumulacién de
grasa en los adipocitos, y por tanto, la celulitis.

3.3.3. Cloroficeas o algas verdes.

Son pequefias, principalmente unicelulares, y dan el color verde caracteristico a las charcas

y pantanos. Son muy importantes para la cadena alimentaria, ya que forman, junto a

otros organismos acuaticos, el llamado plancton, ademas de ser fuente del oxigeno de la
atmosfera.

Ulva lactuca. Es diez veces mas rica en vitamina C que la naranja y dos veces mas
rica en vitamina A que la col. La indUstria cosmética la utiliza en Ia elaboracién de
productos por sus propiedades hidratantes, remodelantes, relajantes y antiestrés.

Se trata de un alga verde marina muy frecuente en el litoral gallego, especialmente en
las desembocaduras de los rios, debido a su facilidad para soportar la baja salinidad
del agua.

Enteromorpha compressa: Sus polisacaridos sulfatados activan la circulacidn
periférica, ayudando en la despolimerizacién de las acumulaciones de celulitisy en la
oxigenacion celular. Se incluye en productos regeneradores y en los cosméticos para
las bolsas de los 0jos. Se ha demostrado su accién calmante del picor, que la hace
muy adecuada en la formulacién de productos para pieles reactivas.

3.3.4. Cianoficeas o algas verdes-azuladas.

Reciben el nombre de microalgas por su tamafo microscépico. Son unicelulares y de color
azul verdoso debido a un pigmento hiliproteico.

Spirulina mdxima. La clorofila y Ia ficocianina que posee el alga renuevan los tejidos
y contrarrestan la radiacion. Ademas, estimulan el sistema inmunitario, previniendo
enfermedades degenerativas de la piel. Es por esa razdn que se utiliza por sus
propiedades de dxido-reduccion y estimulacion de los fibropiastos que la hace apta
para tratamientos nutritivos del cutis y como antiarrugas.

3.4. Fangos, barros y limos

La fangoterapia es un método de curacién muy antiguo que ya conocian los egipcios hace
5.000 afos (Langreo, 2001, Alcalde, 2004). Desde entonces, los barros se han empleado



para mejorar afecciones musculares, respiratorias, infecciosas, reumaticas y dermatoldgicas,
entre otras.

Acumulados en el fondo de las bahias, los elementos naturales terrestres y marinos se
mezclan y sedimentan para formar un cieno marino. Estos restos se recogen y se emplean
en forma de cataplasmas y envolturas por sus numerosas propiedades ya que son ricos
en minerales y oligoelementos. Entre ellas destacan las siguientes: retrasan el proceso de
envejecimiento de la piel, actian contra la celulitis, 1as estrias y |a flacidez, limpian |a piel en
profundidad oxigenandolay liberandola de Ias toxinas acumuladas, estimulan Ia circulacion
y poseen una accion antiinflamatoria, analgésica y antirreumatica.

3.5. Agua de mar

Hoy en dia también se utiliza el agua de mar con fines cosméticos (Alcalde, 2004). El mar
es un habitat rico en minerales y elementos traza. Su composicion es casi idéntica al plasma
sanguineo.

Los oligoelementos son minerales necesarios para que se produzcan las funciones bioldgicas
celularesinterviniendo en estas reacciones como cofactores enzimaticosy como catalizadores.

A diferencia del agua dulce, el agua de mar posee numerosos oligoelementos cuyos efectos
curativos de afecciones de la piel son debidos al proceso de 6smosis: el cuerpo absorbe estos
elementos, produciéndose una renovacion de los mismos en nuestro organismo.

3.6. Activos de lujo

Extracto de caviar, coral, polvo de perlas... Algunos activos marinos nos llevan a evocar el
lujoy la sofisticacion, que las grandes marcas dirigen hacia sus productos mas exclusivos.

3.6.1. Caviar

Por tratarse de huevos de pescado, tiene una composicidn muy rica: acidos grasos esenciaes!
omega-3, fosfolipidos, vitaminas A, B, B, B,, D y E, microelementos como cobalto, cobre,
fosforo, selenio y cincy aminoacidos como glicina, histidina, argininay asparagina (Alcalde,
2004). Actia como activador del metabolismo celular cutdneo (sintesis de colageno,
hidratacion, etc.) y es un potente antioxidante.



3.6.2. Polvo de perlas

Es un ingrediente que se conoce y utiliza en la cosmética china desde hace mas de 2.000
afios (Alcalde, 2004). Con una riqueza en calcio superior al 30% y 18 aminoacidos en su
composicién, el polvo de perlas es muy apreciado en el tratamiento del envejecimiento
cutaneo, a la vez que proporciona gran luminosidad y suavidad a la piel. El polvo micronizado
de las conchas también se emplea por sus propiedades matificantes y suavizantes, asi como
en cosmética decorativa.

3.6.3. ADN de Salmén

Las formulaciones mas completas incluyen ADN de origen marino obtenido de salmdn
e incorporado en forma de sales (sodio ADN, calcio ADN, cinc ADN, arginina ADN, entre
otras) (Alcalde, 2004). El 4cido desoxirribonucleico contiene bases puricas y pirimidinicas,
desoxirribosa, fésforo y sales minerales que le confieren las acciones antioxidante,
antirradicales libres, filtrante de las radiaciones UVB e hidratante, muy indicadas en el
tratamiento del envejecimiento cutaneo.
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Resumen

En este capitulo se pretende dar una visién de los antecedentes, el estado del arte y las
posibilidades futuras de la aplicacion de los compuestos extraidos de organismos marinos
al tratamiento de enfermedades graves, haciendo un énfasis especial en cancer, diabetes,
artritis, patologias cardiovasculares y neurodegenerativas. Asimismo, se ha hecho una
recopilacién de los proyectos y plataformas de investigacién dedicadas a esta tematica en
nuestro pais y de las empresas que utilizan estos compuestos y desarrollan farmacos a partir
de ellos.

Introduccion

La biotecnologia marina o también denominada por algunos autores biotecnologia azul,
es un término utilizado para describir las aplicaciones tecnoldgicas, desarrolladas en el
medio marino y acuatico, para la consecucién de aplicaciones de utilidad. Estas aplicaciones
pueden ser industriales, obteniendo material biotecnoldgico para procesos o como materia
prima generadora de nuevos productos textiles, quimicos, detergentes o compuestos para
remediacion de residuos; agricolas, produciendo nuevos fitosanitarios y abonos; cosméticas;
energéticas, utilizando material marino para la produccién de biomasa y biocombustibles; y
sanitarias, tantointerviniendo enlasalud humana como enla animal desarrollando principios
activos y compuestos con accion terapéutica sobre las enfermedades y los sintomas, como
son los nutracéuticos.



Se trata de una disciplina que, aunque no es nueva puesto que ya se hacian emplastos
de algas en la antiguedad, si que se encuentra en un estadio incipiente y temprano de su
desarrollo. Los primeros compuestos bioactivos de origen marino se aislaron por casualidad
a principios de la década de los cincuenta del pasado siglo XX y tardaron quince afios en
aprobarse como medicamentos.

Afortunadamente, la bioprospeccion marina es cada vez mas comdn y menos novedosa y
vanguardista de lo que lo era hace no tanto tiempo, lo que no quiere decir que sea una via
agotada. De hecho, sucede todo lo contrario, ya que los océanos contienen una biodiversidad
muy superior a la de Ia tierra. Se calcula que, en proporcién con los productos de origen
terrestre, los compuestos generados a partir de la biotecnologia marina podran equivaler al
90% del total.

El planeta Tierra esta compuesto en un 70% del agua de los océanos, y éstos representan el
95% de la biodiversidad bioldgica de todo el globo terraqueo. Afladiendo a este dato la cifra
comentada anteriormente sobre la desproporcién entre compuestos de origen marino frente
alos terrestres, no es descabellado afirmar que el futuro de Ias nuevas dianas terapéuticas se
encuentra en el medio marino.

1. Historia contemporanea sobre la obtencién cientifica de pro-
ductos terapéuticos

En las primeras décadas del pasado siglo XX los medicamentos utilizados como paliativos
de las enfermedades crénicas eran extractos o decocciones bastante simples demandados
por una practica médica fundamentalmente clinica y escasamente cientifica. Sobre los
afos treinta empiezan a surgir los primeros conceptos farmaco-cinéticos coincidiendo, a su
vez, con el descubrimiento de nuevas y revolucionarias sustancias como las vitaminas, las
sulfamidas, la penicilina o la insulina. Estos hechos propician el inicio de disciplinas mas
medico-farmacoldgicas y cientificas y, asi, comienza el desarrollo de técnicas de purificacion,
de evolucién de procesos y de practicas de ensayos clinicos con sus correspondientes estudios
epidemioldgicos.

Desde el final de la Seqgunda Guerra Mundial se establecié un crecimiento exponencial en
el desarrollo de la tecnologia adecuada para la busqueda de nuevos medicamentos, Ia
evaluacion de su actividad, su efectividad y la sequridad de los mismos. Esta es la época
en la que se van desarrollando nuevas técnicas de deteccién, como la fluorescencia y la
radiactividad, nuevos equipos detectores y analizadores, nuevas vias de estudio como



modelosenanimales, generacién de técnicasinvitro, etcétera. Paralelamente a estos avances
se establecieron las diferentes especializaciones cientificas tales como la farmacologia,
toxicologia, medicina clinica, farmacocinética, genética, biologia molecular, bioquimica y
la biotecnologia.

En los dltimos treinta afios del siglo pasado todas las disciplinas cientificas que surgieron y,
en especial, la farmacologia, permitieron proporcionar, ademas de mayor sequridad a los
medicamentos, el reconocimiento de las rutas metabdlicas de los principios activos y sus
dosis, asi como marcadores bioldgicos y dianas terapéuticas. La aparicion de la electrénica,
que permite la miniaturizacién, impulsé el perfeccionamiento y refinado de las técnicas
in vitro que permitirian un extraordinario avance en cuestiones como carcinogénesis,
genotoxicidad, mutagénesis, antigenicidad y alteraciones metabdlicas. Ya entrados en los
ahos ochenta y con el funcionamiento de los computadores, se produce un gran avance
en el campo de la farmacocinética que permite establecer relaciones matematicas del
comportamiento de los farmacos en el organismo. A partir de entonces se relacionaran
estas variables con el perfil farmacolégico del farmaco y, por tanto, con su eficacia: nace el
concepto de biodisponibilidad. La protedmicay la gendmica también irrumpen en estos afios
de manera trascendental, y acompafaran desde entonces a todas las disciplinas cientificas.
De esta forma se crea paralelamente al desarrollo de nuevos principios activos, disciplinas
como la farmacogendmica. Aparece la quimica combinatoria, la obtencién de modelos
de animales transgénicos y evoluciona la hiotecnologia y todo esto permite el objetivo de
buscar la comprensidn de los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo, y excrecion
de los principios activos con capacidad terapéutica, asi como la cuantificacion de los mismos.

2. Actualidad en la busqueda de dianas terapéuticas

En estos ultimos afios el avance cientifico ha permitido identificar nuevos horizontes, asi, la
biologia molecular ha permitido, por ejemplo, identificar nuevos aspectos morfoldgicos y
funcionales de las células, generando nuevas teorias de muerte celular como son la necrosis,
la apoptosis y destruccion de los lisosomas. Las mitocondrias, ciertas proteinas y muy
especialmente, algunos enzimas catabdlicos que participan en la requlacion de la muerte
celular, podrian constituir importantes dianas terapéuticas. Estos procesos requladores
estan implicados en situaciones tan diferentes como enfermedades autoinmunes, procesos
cancerosos, isquémicos o inflamacién crénica. El avance en el conocimiento de los
mecanismos de la apoptosis podra proporcionar en un futuro préximo nuevas teorias que
permitan aplicaciones farmacoldgicas o incluso quirtrgicas (Costa et al., 2012)



Lainvestigaciony el desarrollo de agentes bioldgicos con fines terapéuticos, o medicamentos
biotecnoldgicos, es una actividad ligada a la existencia del hombre y a su busqueda por
una mejor calidad de vida. La prospeccion en plantas, microorganismos, vertebrados e
invertebrados terrestres para obtener compuestos y moléculas de aplicacion en medicina
ha sido extraordinariamente elevada. De hecho miles de compuestos naturales se han
desarrollado a partir del cribado de muestras del medio terrestre, tan comunes como la
penicilina, acido acetil salicilico, la morfina. Si a todo este trabajo se le afiade el estudio
en laboratorio mediante plataformas de alto rendimiento de cribado de compuestos, tanto
los naturales como los sintéticos, podemos llegar a sostener que el arsenal de productos
naturales esta casi exhausto.

El cada vez mds amplio conocimiento del medio marino esta produciendo cantidades cada
vez mayores de compuestos candidatos para su utilizacién en el tratamientoy / o prevencion
de enfermedades humanas. El estudio multidisciplinary las nuevas técnicas han consequido
ampliar este listado de compuestos que, desde el avance de conocimiento cientifico a
escala molecular y celular han variado estrategias hacia una busqueda mas competitiva,
con el desarrollo de plataformas de alto rendimiento que permiten cribados de miles de
compuestos (Capton, 2001). Son muchos los metabolitos secundarios de los organismos
marinos, como por ejemplo en gorgonias y esponjas, de los que se empiezan a conocer no
sélo su accion y actividad, sino que también su diana o “target” (Haefner, 2003)

3. El sector en Espafiia

Tanto en el ambito publico como en el privado, Espafa ha sabido subirse al tren de |a
Investigacion, Desarrollo e innovacién (1+D+l) en el campo de la biotecnologia marina.
De esta forma, existen importantes empresas y organismos publicos dedicados a la
investigacion del medio marino donde ademas de desarrollar conocimiento cientifico ya
se estan obteniendo grandes avances y resultados biotecnoldgicos. Por enumerar unos
pocos ejemplos de empresas con desarrollo hiotecnoldgico se pueden destacar, entre
otras muchas:

- Ceamsa, dedicada a la produccion de aditivos a partir de algas rojas; la carragenina,
para la industria alimenticia.

- Porto Muifios, que produce algas para consumo.

- ProduBioFuel Systems, en el sector del biodiesel.



Seaweed Canarias, que se definen como una empresa que pretende creary proveer de
soluciones integrales, sostenibles y de tecnologia avanzada, a través de la aplicacion
industrial de principios activos presentes en Ias algas, abarcando sectores como la
cosmética, la alimentacion y la agricultura.

Ebiotec, empresa pionera en el desarrollo de nutracéuticos de origen marino para uso
humano y ganadero.

Bioalgal Marine, especializada en el cultivo y aprovechamiento integral de microalgas,
de Ias cuales se obtienen fertilizantes e insecticidas.

Pharmamar, biofarmacéutica decidida a avanzar en el tratamiento del cancer
mediante el descubrimiento, desarrollo, produccién y comercializacién de farmacos
innovadores de origen marino.

Si hacemos mencién a las plataformas y a los proyectos, vinculados a organismos publicos
y universidades, el nimero es todavia mucho mas elevado y asi, por citar a unos pocos

estan:

B.E.A., banco espafiol de algas, es un servicio nacional de I+D+i adscrito a la
Fundacion Canaria Parque Cientifico Tecnoldgico de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canarias.

C.B.M., Centro de Biotecnologia Marina, es un centro de investigacion de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria constituido porlos Grupos de Investigacion
en Algologia Aplicada (Agronomia Marina, en particular el desarrollo de una actividad
agro-industrial de interés para Canarias a través del cultivo y aprovechamiento
industrial de los vegetales acudticos, fundamentalmente algas) y Oceanografia
Bioldgica (en particular el estudio de la distribucién, metabolismo y relaciones
troficas de las comunidades plancténicas y su interaccion con procesos fisicos). Estos
dos grupos dependen de la Agencia Canaria de Investigacién, Innovacién y Sociedad
de la Informaciéon (ACIISI), érgano perteneciente a la Administracién Publica de
la Comunidad Auténoma de Canarias, quien es competente en el fomento de la
investigacion y el desarrollo cientifico y tecnoldgico, la innovacién empresarial y el
despliegue de infraestructuras de telecomunicacién y de servicios de la sociedad de la
informacion.

[.I.M., el Instituto de Investigaciones Marinas, perteneciente al Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC) que se dedica a la investigacion integrada vy
pluridisciplinar en Ciencias Marinas.



- 1.0.E., Instituto Espafiol de Oceanografia, un organismo dependiente del Ministerio
de Economia y Competitividad, dedicado a la investigacién en ciencias del mar,
especialmente en lo relacionado con el conocimiento cientifico de los océanos, la
sostenibilidad de los recursos pesqueros y el medio ambiente marino y que cuenta
con diez centros repartidos por toda Espana.

- Campus do Mar es un proyecto liderado por la Universidad de Vigo y promovido por
las tres universidades gallegas, el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
y el Instituto Espafiol de Oceanografia que aglutina a los agentes socioecondmicos
e investigadores de la Eurorregion Galicia- Norte de Portugal relacionados con el
ambito marino, buscando asi reunir el mayor potencial posible y optimizar los recursos
disponibles.

- CETMAR, Centro Tecnoldgico del Mar, es una fundacion de interés gallego que nace
en el afio 2001 a iniciativa de la Conselleria do Mar y la Direccion Xeral de [+D+l de
la Xunta de Galicia y del Ministerio de Ciencia e Innovacion. Es una plataforma cuyo
objetivo esimpulsar la cooperacion entre las instituciones, los centros de investigacion
y el sector maritimo-pesquero, asi como fomentar la implicacién de los sectores
dependientes del mar en actividades de [+D+l y favorecer la eficiencia de todas las
actividades relacionadas con el uso y explotacién del medio marino.

Toda esta expansion en este sector de manera muy vanguardista es debida a que cada vez
hay mas evidencias de que la busqueda de productos biolégicos marinos, con capacidad de
proporcionar herramientas terapéuticas para enfermedades que no han respondido a la
farmacologia cldsica es un camino apropiado y consistente para desarrollar terapias eficaces.

4. Las enfermedades crénicas

Las enfermedades crénicas son enfermedades que afectan a las personas que la padecen
durante un largo periodo de tiempo y, por lo general, tienen una progresion lenta. Hay
muchos tipos de enfermedades crénicas como las enfermedades neurodegenerativas, el
cancer, ladiabetes, las enfermedades cardiacasy las enfermedades o afecciones respiratorias
cronicas, que son las principales causas de mortalidad en el mundo. En 2.008, 36 millones
de personas murieron de una enfermedad crénica, de las cuales la mitad eran de sexo
femenino y el 29% tenian una edad inferior a los 60 afios.

Todas ellas suelen compartir, en mayor o menor medida, las causas ambientales que Ias
producen y los sintomas que manifiestan, tales como accidentes cerebrovasculares e ictus,



los infartos, la hipertensién, la hipercolesterolemia y la obesidad. Este dltimo, actualmente
tiene una mayor incidencia sobre la poblacién mundial y se puede considerar como un
sintoma de una enfermedad, como por ejemplo en la diabetes, o como una enfermedad
en si misma, de hecho se conoce que existe una predisposicion genética para la obesidad, a
parte de un estilo de vida saludable.

Dentro del amplio rango de enfermedades crénicas también cabe citar la artritis, el
cansancio crénico o persistente, el dolor crénico, las cefaleas crénicas, las enfermedades
mentales o psiquiatricas e incluso enfermedades autoinmunes como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida.

Son muchas las sustancias que se han descrito con propiedades para proporcionar una gran
cantidad de beneficios para la salud y, muchas de éstas se han descrito en el medio marino.
Sustancias como los péptidos, acidos grasos poliinsaturados omega-3, polisacaridos,
carotenoides o polifenoles poseen ademas actividad para reducir la incidencia de las
enfermedades crénicas o paliar sus sintomas (Tabla 1)

Sustancias Bioactividad
Péptidos Anticoagulantes
Antidiabéticos

Antioxidantes
Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)

Acidos grasos poliinsaturados omega-3 Anticarcinogénicos
Cardioprotectores
Antiinflamatorios
Protectores de la funcién cognitiva

Polisacaridos Anticarcinogénicos
Cardioprotectores
Antioxidantes

Carotenoides Anticarcinogénicos
Reductores de la obesidad
Antidiabéticos

Antioxidantes
Clorofilas Anticarcinogénicos

Polifenoles Antidiabéticos
Antioxidantes

Fuente: Lordan et al., 2.011.

Tabla 1: Compuestos Bioactivos de Origen Marino con Actividad sobre las enfermedades cronicas



5. Enfermedades neurodegenerativas

La patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas, cuya prevalencia va en
significativo aumento, ha sido profundamente estudiada, y lo poco que se conoce hasta
hoy, salvo en los casos de enfermedades monogénicas, indica un origen multifactorial
de las mismas, tanto genéticos como factores ambientales (climatologia, geografia
y asimilacién nutricional). De esta manera, se ha demostrado el importante papel que
determina la nutricién en la prevencién de la enfermedad de Alzheimer, que es una de
las mayores causas de demencia. La deficiencia crénica nutricional, tanto por factores
enddgenos como por factores exdgenos, puede contribuir a una disfuncion metahdlica,
que directa o indirectamente repercuta en el metabolismo cerebral y termine provocando
la neurodegeneracion. Ademas, estudios nutrigendmicos y farmacogenémicos indican que
los nutrientes y los farmacos en la enfermedad de Alzheimer operan segin un programa
genotipo-dependiente. Se ha estudiado un claro componente vascular, que aumenta
progresivamente con la edad y que también estd en franca relacién con la ingesta, de
hecho el riesgo cerebro vascular de este tipo de demencia puede ser tan alto, que no
permita distinguir, en un estadio avanzado, esta enfermedad de una demencia vascular
(Cacabelos et al., 2003, Cacabelos, 2005)

Muchos estudios han sugerido la posibilidad de que diferentes dietas pudiesen contribuir a
la prevencién de desérdenes (Cacabelos, 2005). En ellos se incluyen diferentes nutrientes
como antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, aceites de pescado o lipoproteinas
marinas (Pérez-Jiménez, 2.005, MaclLean et al., 2005). También estudios epidemioldgicos,
clinicos y de modelos experimentales han demostrado interacciones entre los factores
ambientales, el colesterol y la enfermedad de Alzheimer. De esta manera se hace patente
la importancia multidisciplinar que han demostrado los acidos grasos poliinsaturados
como paliativo sintomatoldgico en las enfermedades neurodegenerativas (Sambamurti
et al., 2004)

Otro componente patoldgico de la neurodegeneracion, sobretodo de la enfermedad
de Alzheimer o del Parkinson, es la inflamacidn, estrechamente relacionada con lo
anteriormente descrito (Esiri, 2007). El cerebro incorpora acidos grasos poliinsaturados
omega-3 como antiinflamatorios. También una dieta rica en EPA y DHA ha demostrado
que puede mantener la neuroinflamacién en niveles minimos (Laye, 2010)

Otros compuestos con capacidad antiinflamatoria son los que inciden suprimiendo la
expresion de la enzima pro-inflamatoria ciclooxigenasa-2 (COX-2). Un extracto de Ulva



conglobata ha demostrado un efecto muy potente de supresién de la enzima pro-inflama-
toria de la COX-2 y de 6xido nitrico inducible (iNOS) en la microglia murina BV2 (Jin, 2006).
Del mismo modo, un extracto etandlico procedente del alga parda, Ecklonia cava, se infor-
mo para inducir inhibicién significativa de citoquinas dependientes de NF-kB, asi como la
INOS y COX-2, reduciendo de este modo la inflamacién (Jung et al., 2009). También se ha
presentado al alga roja Neorhodomela aculeate como un potencial agente neuroprotector
y anti-inflamatorio para el tratamiento de trastornos neuroldgicos relacionados con el en-
vejecimiento (Lim et al., 2006) Sin embargo, como se destaca por los autores, se necesitan
mas estudios para determinar qué componentes de cada una de las algas contribuyen a las
actividades anti-inflamatorias observadas.

Estudios epidemioldgicos y clinicos, tanto in vivo como in vitro, sugieren un papel impor-
tante de la vitamina E en el funcionamiento cerebral. Se ha encontrado una fuerte aso-
ciacion entre el aumento de los niveles de vitamina E y a-tocoferol y la reduccion de la
incidencia de Alzheimer (Morris et al., 2005). La carencia de vitamina C tiene una fuerte
repercusion sobre la expresion genética en el sistema nervioso central, ya que la vitamina
E requla los genes asociados a hormonas metabdlicas, factores de crecimiento, apoptosis
y neurotransmisién (Rota et al., 2005). Son muchas las algas que poseen altas cantidades
de vitaminas y antioxidantes (Lordan et al. 2011).

El sistema inmunoldgico representa una sofisticada maquinaria de proteccién ante los
efectos dafiinos producidos por ataques bacterianos, de virus o de enfermedades crénicas
como el cancer, el sida o enfermedades autoinmunes.

Extractos lipoproteicos de diferentes especies de pescado azul (Sardina pilchardus,
Scomber scombrus y Trachurus trachurus) han mostrado un alto poder hipolipemiante e
inmunoregulador (Lombardiy Cacabelos, 1999, Lombardi et al., 2004).

Un estudio en animales superiores, concretamente en cerdos, demostré diversas
actividadesterapéuticasy paliativas del compuesto E-CAB-94011 en enfermedades crénicas,
tales como el cansancio crénico o persistente y los sintomas como la hipertension arterial,
el riesgo cerebrovascular y de infarto de miocardio pertenecientes a las enfermedades
cardiovasculares. Se trata de un concentrado de proteina de pescado azul extraido
mediante un proceso de liofilizacién que garantiza sus propiedades naturales. El extracto
con el nombre comercial CabyMar, ha demostrado efectos moduladores en la respuesta
inmunoldgica celulary humoral y en los valores hematoldgicos. Asimismo ha revelado gran
cantidad de 4cidos grasos poliinsaturados y antioxidantes (Lombardi et al., 2005).



Estudios posteriores in vitro revelaron una activacion de los marcadores de expresion Fas y
de apoptosis en linfocitos extraidos de sangre periférica. Estas moléculas de la membrana
celular de los linfocitos desempefian un papel importante en la homeostasis del sistema
inmunoldgico y de la actividad citotéxica.

Al'igual que el anterior extracto existe otro, también a partir de pescado azul, denominado
comercialmente DefenVid (E-JUR-94013) que ha demostrado similares respuestas inmu-
noreguladoras y de reduccién de porcentajes de células en muerte celular programada
(apoptosis) que el anterior compuesto.

Un producto que incide sobre la restauracion del sistema inmunoldgico, reforzandolo y
estimulandolo ensituaciones de estrés, es el E-Congerine-10423°, nutracéutico comercializado
con el nombre Antigan. Este compuesto de origen marino es un extracto lipoproteico de
Conger conger obtenido mediante un proceso hiotecnoldgico no desnaturalizante. El proceso
biotecnoldgico, desarrollado en Ebiotec, S.A., permite conservar todas las propiedades
biolégicas de las lipoproteinas que se encuentran en las membranas musculares de esta
especie marina. También se ha estudiado este extracto en diferentes lineas celulares tumorales
presentando una actividad citotoxica especifica en varias de ellas. Como valor afadido, a
parte de su valor proteico, Antigan también ha presentado en las analiticas hioguimicas gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados, entre ellos el dcido eicosapentaenoico (20:5, EPA)
y el acido docosexaenoico (22:6, DHA) (Lombardi et al., 2006).

6. Cancer

Hace falta sélo una célula que sufra una mutacion en su acido desoxirribonucleico (ADN)
para que se desarrolle un cancer. Esta en vez de cumplir el ciclo celular normal, es decir,
madurary morir, las células cancerosas se dividen de manera incontrolada y no maduran.
Esto puede surgir en cualquier parte del organismo, incluidos la sangre y los érganos
formadores de sangre. En este Ultimo caso no se forman tumores sélidos, masa de tejido
producida por la multiplicacién incontrolada de las células, sino que el cancer circula a
través del cuerpo.

Lo diferentes tipos de cancer reciben su nombre en funcién del tejido o el drgano en el que se
originan (por ejemplo, el cancer de colon) o, en algunos casos, por el tipo de células que los
forman (por ejemplo, leucemia, carcinoma). Cada tipo diferente de cancer se comporta de
forma distinta en cuanto a su crecimiento, a su respuesta al tratamiento y a la probabhilidad
y perspectivas de supervivencia.



Como principales causas del cancer cada vez se asocian de manera mas clara los factores
ambientales. De entre estos factores, diferentes segln la regidon geografica en donde se
resida, destacan el consumo de tabaco, la exposicion a carcindgenos relacionados con
la profesion, el sedentarismo, la radiacion ultravioleta, la radiacién ionizante y la dieta
occidental. Sélo entre el 5% y el 10% de todos los canceres se deben a un defecto en varios
genes individuales y un sobre un 15% se asocian a infecciones crénicas como las causadas
por los virus de la hepatitis, Helicobacter pylori o los virus del papiloma humano.

A partir de las plantas terrestres se han desarrollado compuestos que se emplean en la
actualidad para el tratamiento del cancer como son la vincristina, irinotecan, paclitaxel
y etoposido. También a partir de microorganismos terrestres se han identificado agentes
anticancerigenos como la dactinomicina, bleocimicina y doxorubicina. Son menos los
compuestos de origen marino que actualmente estan aprobados para su uso comercial
como farmacos para el tratamiento del cancer, como son los compuestos citarabine y la
trabectedina. Otros agentes antitumorales procedentes de fuentes marinas que actualmente
se encuentran en diferentesfases de ensayos clinicos son la briostatina-1, aplidina, dolastatina
10, ET-743, PM01183, didemnina B, PM060184 y el zalipsis®.

Existen muchos ejemplos de compuestos derivados de especies marinas con actividad
antitumoral y en diferentes fases ensayos clinicos y preclinicos (Tabla 2).

Otra estrategia utilizada para el desarrollo de terapias contra los diferentes tipos de cancer
es el estudio de inhibidores de la angiogénesis. La actividad anti-angiogénica es considerada
como la mejor herramienta para suprimir el crecimiento tumoral y la metastasis.

Se han descrito varios agentes inhibidores de la angiogénesis derivados de productos
naturales de origen marino que han demostrado su efecto. Todos ellos han aportado
interesantes novedades en sus caracteristicas tanto en estructura quimica como en su
actividad, toxicidad y en sus respectivos mecanismos de accion.

La mitad de los agentes inhibidores de la angiogénesis que se han publicado hasta la fecha
provienen de animales marinos como tunidos, escualos, pepinos de mar o cohombros v,
en su mayoria, de las esponjas. El resto de los agentes provienen de hongos, bacterias y
actinomicetes. En menor proporcion la procedencia es a partir de fitoplancton.

Las estructuras quimicas de los agentes con actividad anti-angiogénesis se han revelado con
diferentes estructuras quimicas, lo que confiere a cada una de ellas diversos mecanismos de
accion inhibitoria frente a la creacion de nuevos vasos sanguineos en el tumor. La mayor parte



Compuesto

Agelasfinas

Aplidina

Briostatina |

Colestanos
polioxigenados

Criptosfaerolida

Dolastatinas
10y15

Ecteinascidina 743

Escualamina

Espisulosina

Halicondrina
E7389

HTI-286

Kahalalide F

Manzamina A

Sintadotina

Soblidotinun

Especie Marina de
Procedencia

Agelas mauritianus -
Esponja de Okinawa.

Aplidium albicans

Briozoo Bulgula neritina

Gorgonia Leptogorgia
sarmentosa.

Cryptosphaeria sp.

Dolabela auricularia
- Liebre de mar del
Océano indico.

Ecteinascidia turbinata
- Tunicado colonial
(Ascidia)

Squalus acanthias -
Tiburdn Dogfi.

Spisula polynyma

Derivado del
componente
halicondrina B
proveniente de
Halichondria okadai.

Analogo sintético del
tripéptido,
hemiasterlina aislado
de Hemiasterella minor
- Esponja de Africa

del Sur.

Elysia rufescens -
Molusco

Varias especies de
esponjas.

Dolabela auricularia
- Liebre de mar del
Océano indico.

Dolabela auricularia
- Liebre de mar del
Océano indico.

Caracteristicas

Glicoesfingolipido.

Derivados sintéticos (KRN7000) han demostrado
capacidad para activar células N. K. funcionando
como ligando del receptor T de antigeno de

membrana.

Analogo de las didemninas.

Actividad antiangiogénica inhibiendo la secrecién del
factor de crecimiento endotelial vascular.

Detiene el ciclo celular en las fases G1y G2.

Acttia por unién a los mismos receptores que los
ésteres de forbol. Regula a la baja la actividad de la
protein kinasa C, lo que ihnhibe el crecimiento, la
alteracion de la diferenciacién y la muerte celular.

Actividad citotdxica en cultivos de céluals in vitro.

Inhibidor de la diferenciacién celular a traves de la

proteina Mcl-1

Actividad antineoplasica

a través de la inhibicion de la unién de los

microtdbulos.

Potente agente antitumoral con actividad citotdxica
contra una gran variedad de tumores en lineas
celulares in vitro y contra varios tumores de roedores
y xenoinjertos de tumores humanos in vivo.

Se mostrd particularmente alta actividad contra
sarcomas avanzados que habian recaido o eran
resistentes a la terapia convencional.

Un aminosterol inhibidor del factor de crecimiento de
células endoteliales. Inhibe también la migracién y la

angiogénesis.

Actividad antiproliferativa en diversas lineas celulares

cancerigenas.

Inhibe el crecimiento de melanoma y tumores de
prostata en estudios con ratones.

Actividad a nivel de los micritdibulos.

Despolimeriza microttbulos y bloguea el crecimiento

celular.

También ha demostrado antitumoral actividad
en modelos murinos de xenoinjertos tumorales

humanos.

Disipéptido ciclico

Efecto citotoxico AsPC-1 células pancredticas evitando

la metastasis.

Andlogo de |a dolastatina 15

Derivado de dolastatina 10

Actividad estudiada

Antitumoral

Carcinoma medular de tiroides

Carcinoma renal
Melanoma

Tumores de origen neuroendocrino

Antitumoral

Carcinoma de pulmén
Cancer de colon
Melanoma

Carcinoma de colon (cultivo celular)

Antitumoral

Sarcoma de tejidos blandos

avanzado o metastatico

Antitumoral

Céncer de colon (in vitro)
Tumores renales (in vitro)

Cancer de estémago (in vitro)
Cancer de faringe (in vitro)
Cancer de pancreas (in vitro)
Tumor de préstata (en ratones)

Melanoma (en ratones)

Antitumoral

Antitumoral

Melanoma
Hepatoma

Carcinoma de mama y pancreas

Células pancreaticas

Antitumoral

Antitumoral

Referencia
Bilbliografica

Natori et al., 1.994
Hayakawa et al.,
2.003

Tarboletti et al.,
2.004

Chinetal., 2.006

Garrido et al.,
2.000
Boonananwong et
al., 2.008

Fenical et al.,
2.010

Pettit et al., 1.987,
1.989

Soares et al.,
2.005

Rinehart et al.,
2.000
Chenetal., 2.005

Moore et al., 1.993
Hao et al., 2.003

Jimenoetal.,
1.999
Cuadros al., 2.000

Jordan et al.,
2.005

Loganzo et al.,
2.004

Suarezetal.,
2.003

Guzman et al.,
2.010

Tabla 2: Otros compuestos derivados de organismos marinos con propiedades anticancerigenas.



de ellos son sacdridos, macrociclos, terpenos, alcaloides y pironas. También se describen en
menor medida pépticos, xantonas, saponinas y otras estructuras (Figuras 1, 2, 3y 4).
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Figura 1. Estructuras quimicas y procedencia marina de macrociclos y sacaridos. JG3, R1 = SO3Na,
R2 =H o0 SO03Na, n = 3-9; MdOS, R1 = SO3Na, R2 = H o SO3Na, R3 = CH2CH(OH)CH3 0 Na, n = 2-8.
Fuente: Ying-Qing Wang y Ze-Hong Miao, 2.013.

Esta variabilidad en la estructura quimica ha permitido describir cinco divisiones diferentes
segln el mecanismo de accién: Agentes moduladores de la protein Kinasa como los
derivados del hongo Hypocrea vinosa (Ohkawa et al., 2010) que actian de moduladores
de las diferentes cascadas de kinasas relacionadas con los receptores de los factores de
crecimiento (endotelial vascular (EGFR), de fibroblastos (FGFR)) para evitar activaciones
aberrantes, agentes con capacidad de alterar la estructura del citoesqueleto (Tarboletti
et al., 2004), inhibidores del HDAC, inhibidores del MetAP y otros, basados en sus diana

(targets) o en sus mecanismos de accién (Ying-Qing Wang y Ze-Hong Miao, 2013)

Actualmente se han identificado docenas de productos naturales de origen marino
y sus analogos sintéticos con actividad inhibitoria de la angiogénesis o con actividad
desestabilizadora de los vasos sanguineos.
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Como se mencionaba al principio de este capitulo, a mediados del pasado siglo se aislaron
a partir de la esponja del Caribe (Cryptotheca crypta) nucleésidos con actividad antitumoral
y antiviral que no se aprobaron y comercializaron hasta quince afios después de su casual
descubrimiento.

Primer compuesto de origen marino aprobado en cancer en los Ultimos 30 afios es un me-
tabolito secundario aislado a partir de una esponja, de un tunicado colonial (Ecteinascidia
turbinata) Actualmente el principio activo descubierto por la empresa espafiola Pharmamar
(perteneciente al grupo Zeltia), la trabectedina se sintetiza quimicamente para su comercia-
lizacion. El éxito del Yondelis® valida el foco en la biotecnologia marina (De la Calle, 2007).

No parece demasiado aventurado asegurar que la biotecnologia marina es el camino
adecuado para encontrar alternativas terapéuticas para la curacién de la mayoria de los
canceres, asi como la de su sintomatologia, tal y como demuestran los numerosos articulos
publicados en los que se relatan afio tras afilo numerosos nuevos compuestos con actividad
anticancerosa (Schumacher et al., 2011; Sawadogo et al., 2013).



7. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica crénica que afecta a diferentes
6rganos y tejidos y se caracteriza por el incremento de los niveles de glucosa en sangre
(hiperglucemia). El origen de la diabetes puede ser genético o por factores ambiental y se
conocen dos tipos de esta enfermedad (Harris y Zimmet, 1997). La principal causa de la
enfermedad es la disponibilidad de la hormona insulina circulante, que puede ser debida
por el descenso en la secrecion por las células 3 de los Islotes de Langerhans del pancreas o
por el usoinadecuado de ésta por parte del organismo, lo que repercute en le metabolismo
de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas.

Los sintomas principales de la diabetes mellitus son emision excesiva de orina (poliuria),
aumento anormal de la necesidad de comer (polifagia), incremento de la sed (polidipsia),
y pérdida de peso sin razén aparente. La Organizacién Mundial de la Salud reconoce
tres formas de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional (ocurre durante el
embarazo), cada una con diferentes causas y con distinta incidencia.

La diabetes tipo 1 o insulino dependiente esta causada por una reaccién autoinmune,
llevada a cabo por las células T, contra las células células B de los Islotes de Langerhans, lo
que produce la descompensacién denominada cetoacidosis y, con ella, toda la cadena de
efectos secundarios que produce.

La diabetes tipo 2, noinsulino dependiente, es la que afecta a mayor nimero de personas.
Este tipo de diabetes se caracteriza por tener una inadecuada secrecion de insulina y por
el uso inadecuado de ésta, lo que se conoce como resistencia a la insulina, lo que quiere
decir que el receptor de insulina de las células que se encargan de facilitar la entrada de
la glucosa a la propia célula esta dafiado. Se producen serias complicaciones metabdlicas
a nivel de los vasos sanguineos, sistema nervioso, corazdn, rifones y otros 6rganos. La
diabetes tipo 2 estd estrechamente relacionada con la obesidad.

Obesidad - El chitosan es un derivado de la chitina, una sustancia natural que se extrae
del caparazén de los crustaceos como las gambas, cangrejos, etc. El Chitosan es un
aminopolisacarido natural obtenido por la N-desacetilacién de la chitina.

Son muchos los estudios sobre la gran cantidad de sustancias bioactivas marinas que
describen efectos contra los diferentes tipos de la diabetes mellitus (Tabla 3).



Ensayo /

Especie Marina de Parte funcional . . Enfermedad Referencia
. . Actividad estudiada Modelo - S
Procedencia estudiada L Crénica Bilbliografica
Animal
Supresion de proliferacion de de Células Cultivos
. estrelladas del higado mediante la . Diabetes mellitus Yokogawa et al.,
Ecklonia cava - Alga parda Extracto i ) . celulares in . .
reduccion de la produccion de oxigeno y tipo 2 y Obesidad 2.0m
X L vitro
reactivo y la citokina TGF-@.
Incremento de la insulina circulante y
reduccion de los niveles de glucosa. Diabetes mellitus
Activacion de las rutas de sefializacion Raias tipo1 ‘i Gl 21500
AMPK/ACC y PI3/Akt.
Onco(hynchus keta - Keta o Dlsoc|qdo de gelatina Ulceras/heridas en la piel Ratas Diabetes mellitus Zhang etal.,
salmén chum de la piel 2.0m

Chiloscyllium plagiosum
- Pintarroja colilarga de

Regeneracion de higado y proteccion s elius

REDEERDE del pancreas. Descenso de los niveles de Ratas Liuetal., 2.013

manchas blancas Baricelhioace) glucosa en sangre. 2
. . Efecto inhibitorio sobre enzimas -amilasa Diabetes mellitus y Belhadj et al.,
Ulva lactuca Polisacaridos Ratas -
y maltasa Obesidad 2.013
Rhodomela confervoides - HP!\I’ IiED PSS I_a protema}tlrt_)sma e Ratones C57/  Diabetes mellitus .
530l andlogo de 1B (PTP1B), diana terapéutica para la KsJ-db/db ooalnfiamacion] Shietal., 2.013
bromofenol BPN diabetes.
Aislados tres
metabolitos: Cultivos ) .
Penicillium sp. JF-55 Penstirilpirona, Acido  Inhibidores de la proteina PTP1B celulares in [?labetes mellltg§ leeD.s. etal,
X . y tipo 1 (Inflamacién) 2.013
Anhidroftlvico y vitro
Citromicetina.
Acidos grasos Filtracion glomerular renal (excrecién de DIEREES
Varias especies poliinsaturados P g Enfermedad Lee y Adler, 2.012
albimina) h
omega-3 cardiovascular

Tabla 3: Diabetes mellitus. Relacién de algunas de las especies marinas, sus caracteristicas,
actividad sobre la enfermedad y referencia bibliogréfica.

8. Enfermedades cardiovasculares

Se trata de un grupo de enfermedades que engloba a todas aquellas en Ias que se vea
afectadoel corazon, el sistema circulatorio venosoy arterial y la circulacidon sanguinea. De esta
manera, la arteriosclerosis, los infartos y microinfartos, los fallos cardiacos o la hipertension
son sintomas directamente relacionados con las enfermedades cardiovasculares.

Este tipo de enfermedad crénica, igual que las enfermedades neurodegenerativas o en los
canceres, tiene un potente factor ambiental en su génesis, ademas del factor hereditario
y, al igual que las otras enfermedades citadas, posee un gran abanico de sustancias con
actividad para reducir los factores de riesgo asociados a estas enfermedades. Compuestos
de origen marino como el alga ulva rigida han demostrado acciones profilacticas sobre
parametros directamente relacionados con riesgo cardiovascular tales como son los niveles
de colesterol, LDL, HDL, triglicéridos, etc (Taboada et al., 2010).



Existen numerosos estudios que demuestran los beneficios de la ingesta de fibra soluble en
la dieta que produce un efecto hipocolesterolémico, entre otros efectos, en la sangre. Las
algas marinas contienen gran cantidad de polisacaridos solubles, que por lo tanto tienen
una funcién potencial como fibra dietética. Diferentes grupos de investigacion han sefiala-
do varios polisacaridos como el fucoidan y el sodio alginato como unas de las fracciones so-
lubles en agua procedente de las algas marinas que inducen efectos hipocolesterolémicos
y antihipertensivo probado en animales de experimentacién (Thomes et al., 2010, Huang
etal., 2010).

Otros importantes compuestos que reducen de manera muy importante el peligro de
accidente cardiovascular en Ia poblacién de riesgo son los acidos poliinsaturados omega-3
(Figura 5), de los que ya se han descrito sus bioactividades y procedencias marinas en este
capitulo (Lombardi et al., 2004). El primer reconocimiento de los efectos beneficiosos de
los acidos grasos sobre la enfermedad cardiovascular vino de las observaciones sobre la
longevidad de los esquimales, que mas tarde se atribuyé a la alta concentracion de peces
derivados de omega-3 los acidos grasos de cadena larga (por ejemplo, EPA y DHA) en su
dietas (Bang y Dyerberg, 1972). Se ha establecido un indice porcentual que expresa el nivel
de EPAy DHA en membranas de las células rojas de la sangre sobre el total de acidos grasos.
Dicho indice no debe ser inferior al 8%. También se ha descrito en diferentes estudios la
relacién entre una dieta rica en aceite de pescado y el control de la hipertensién esencial
(Knapp y Fitzgerald, 1989) (Figura 6).
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Figura 5. Origen y composicién de los acidos grasos Omega-3.
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Figura 6. Beneficios derivados del consumo de &cido eicosapentaenoico (EPA) en la salud
cardiovascular.

Uno de las vias mas estudiadas para el control dela hipertensdn arterial es la inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina (ACE). Esta enzima actla sobre el sistema renina-an-
giotensina-aldosterona el cual regula la hemodinamica cardiovascular y el balance de elec-
trolitos en los liquidos corporales. Requla la conversidn de la angiotensina | en angiotensina
Il que es un potente agente vasoconstrictor lo que provoca que se eleve la resistencia vascu-
lar periférica y, por ende aumentar la tension arterial (Skeggs et al., 1956).

Segun los estudios publicados, se han descrito como potentes inhibidores de la actividad de
la ACE compuestos bioactivos de origen marino tales como péptidos, derivados de quitooli-
gosacaridos y florotaninos de las algas pardas. Como ejemplo, se ha decrito un hidrolizado
polipeptidico derivado del atdn con un fuerte efecto supresor sobre la presion arterial sistoli-
ca de ratas hipertensas y esta actividad antihipertensiva fue similar a la de captopril, un
farmaco antihipertensivo comercial (Lee et al., 2010).

Debido a sus propiedades antioxidantes, se cree que los carotenoides pueden tener benefi-
cio terapéutico en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. La astaxantina es
un carotenoide derivado del medio marino que ademas tiene efectos reductores sobre la
aterogénesis (Yuan et al., 2010). Ademas de la prevencién de la aterosclerosisy su incidencia
sobre el colesterol y los triglicéridos, se ha demostrado en este carotenoide extraido de las
algas, un efecto modular en el estado oxidativo vascular y una mejora de en las paredes
arteriales (Hussein et al., 2006).

Los compuestos activos citados anteriormente introducidos en la dieta reducen significati-
vamente los factores de riesgo sobre las enfermedades cardiovasculares (Figura 7). Ademas



de los acidos grasos omega-3, la astaxantina y los péptidos inhibidores de la enzima conver-
tidora de angiotensina también se han observado resultados que sugieren que el agua de
las profundidades del mar puede tener el potencial para ser desarrollado como un agente
terapéutico hipotensor y de reduccién de lipidos para la prevencién o el tratamiento de en-
fermedades cardiovasculares, tales como aterosclerosis (Sheu et al., 2013).
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U
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b

Fuente: Lordan et al., 2.011

Figura 7: Incidencia de algunos de los marinos sobre la salud cardiovascular.

Otro interesante estudio reciente ha evidenciado propiedades no solamente antiinflamato-
rias, si no que también paliativas de dolor de un extracto de Perna canaliculus (PCSO-524™).
Dicho compuesto lipidico no polar se ha comparado con la administracién de aceites de
pescado y placebo en pacientes con osteoartritis (Zawadzki et al., 2013).

9. Artritis

Etimoldgicamente la palabra artritis deriva del griego “arthros”= articulacion y el sufijo “itis”

que define la inflamacién, de tal forma que artritis equivale a “inflamacién de una articula-
/i

cion”.



En las articulaciones los extremos de los huesos estan cubiertos por cartilago, y todo ello,
cerrado por un tejido conocido como membrana sinovial. En esta membrana es donde
asienta la inflamacion en la artritis, aunque posteriormente puede lesionar el resto de las
estructuras articulares. De estaforma se produce inestabilidad y deformidad de la articulacién
y, como consecuencia, incapacidad funcional.

Segln la Asociacién Espafiola de Reumatologia, la artritis si afecta Unicamente a una
articulacion se llamamonoartritis, cuando son 2 6 3 recibe el nombre de oligoartritis y si afecta
4 6 mas simultaneamente, se denomina poliartritis. Puede producirse por muchas causas,

como un traumatismo, ejercicio fisico excesivo, también por una infeccién, mecanismos de
autoinmunidad o ser de origen desconocido.

Son mas de 100 las enfermedades que pueden motivarla. Las mas frecuentes son:

Artritis Reumatoide: Es una poliartritis que afecta con frecuencia a las articulaciones
de los miembros (especialmente manos y pies) y menos a las de la columna. Suele
ser bilateral y simétrica, lo cual quiere decir que inflama las mismas articulaciones,
en ambos lados del cuerpo. En Espafa hay entre 200 y 400 mil personas con esta
enfermedad. Predomina en el sexo femenino, sobre todo a partir de los 40-50 afios.

Gota: Aparece esta enfermedad por un exceso de acido Urico en el organismo, con
lo cual se forman pequefios microcristales, que se depositan en las articulaciones in-
flamandolas. Es caracteristica la artritis de la articulacion que une el pie y el dedo grue-
50, pero no siempre aparece. También se inflaman con frecuencia rodillas y tobillos. Al
principio, la artritis aparece intermitentemente, pero si no se trata el proceso se puede
cronificar. Los hombres padecen gota mas frecuentemente que las mujeres.

Espondilitisanquilosante: La espondilitisanquilosante es una enfermedad inflamatoria
cronica que afecta fundamentalmente a las articulaciones de la columna vertebral,
las cuales tienden a soldarse entre si, provocando una limitacion de la movilidad (de
ahi el término anquilosante, que proviene del griego ANKYLOS y significa soldadura,
fusion). Como resultado final se produce una pérdida de flexibilidad de la columna,
quedandose rigida y fusionada. Es una enfermedad frecuente, sobre todo en la raza
blanca (0.5-1% de la poblacién). Habitualmente aparece en varones entre los 20 y 30
afnos de edad. En mujeres es menos frecuente y suele ser mas leve.

Artritis psoridtica: Es una enfermedad de las articulaciones que se presenta en
algunos enfermos de soriasis, lo que le confiere unas caracteristicas peculiares en
cuanto a evolucién y prondstico. La lesion articular es inflamatoria, es decir con dolor,



hinchazdn, calor, dificultad de movimiento de la articulacién inflamada y a la larga
posibilidad de deformacién. Sélo un 10% de enfermos con soriasis desarrollaran
artritis y Ia gravedad de ésta no tiene relacion con la extension de la lesién de la piel.
Es una enfermedad crénica, que evoluciona irreqularmente a lo largo de la vida, con
épocas de inactividad y épocas de inflamacién y dolor.

- Artritis idiopatica juvenil: Es la forma mdas comun de artritis en los nifios. Produce
dolor, rigidez articular, hinchazén de las articulaciones y pérdida de movimiento.
Puede acompafarse de lesiones cutaneas y fiebre.

- Lupus eritematoso: Es una enfermedad autoinmune, de predominio en mujeres
jovenes y que puede dafiar la piel, las articulaciones, el corazén, los rifiones y otros
drganos internos.

- Artritis reactiva: El término artritis reactiva se utiliza para describir la artritis que
aparece tras una infeccidon intestinal o génito-urinaria. También puede producir
lesiones de la piel, Ulceras en la boca, conjuntivitis y fiebre.

Es evidente que la prevencidn y el tratamiento de Ia inflamacién, el efecto paliativo sobre el
doloryla mejora de la movilidad de enfermo, son las terapias mas apropiadas para este tipo
de enfermedad. De esta manera, todos los compuestos de origen marino ya mencionados
y con actividad antiinflamatoria tienen cabida en la mejora terapeltica y preventiva de esta
enfermedad, como son los acidos grasos poliinsaturados omega-3 o una gran variedad de
lipopolisacaridos con efectos inhibitorios sobre las proteinas pro-inflamatorias (COX-2 e
iNOS). Asi, se han publicado estudios en los que se presentan sustancias como el extracto
del coral blando Sinularia querciformis, 11-epi-sinulariolida acetato; el procente de los corales
blandos del Japon (Lemnalia tenuis o Lemnalia cervicorni) llamado lemnalol, como agentes
antiinflamatorios en lineas celulares de macréfagos murinos in vitro y en ratas con artritis
reumatoide inducida y con gota inducida (Lin et al., 2013, Lee et al., 2013).

10. Otras enfermedades cronicas

Hay otras muchas enfermedades crénicas, algunas ya mencionadas, que también poseen
importantes estudios de compuestos marinos para su tratamiento. Asi, para el dolor
crénico, que afecta a aproximadamente el 20% de las personas en todo el mundo, se han
estudiado el veneno de los caracoles marinos de aguas tropicales, los denominados conos
marinos. Los péptidos de este veneno han demostrado ser una herramienta valiosa en la
neurociencia. Muchos farmacos y péptidos semejantes al AVC1, aislado del Conus victoriae,



se han mostrado efectivos, acelerando la recuperacion de dafios nerviosos, en tratamientos
postoperatorios y dolor neuronal.

Existe un farmaco aprobado y comercializado para este tipo de dolencia llamado ziconotida,
con el principio activo la w-conotoxina de que deriva de la especie Conus magus. Este péptido
potente y selectivamente inhibe Ca (v) de 2.2, lo que resulta en la analgesia en estados de
dolor crénico. Sin embargo, este farmaco sélo esta disponible a través de la administracién
intratecal, y los efectos adversos y una ventana terapéutica estrecha han limitado su usoenla
clinica. Otros (v) inhibidores de Ca 2.2 estan actualmente en desarrollo y ofrecen la promesa
de una via de mejora de la administracion y el perfil de sequridad. Esta revisién evalia el
potencial de atacar VGCCs para el desarrollo de analgésicos, con un enfoque principal en
conotoxinas que bloguean Ca (v) 2.2 y los desarrollos realizados para transformarlos en
productos terapéuticos (Vink y Alewood, 2012).

Conclusiones

Es un hecho irrefutable que la utilizacion de la biotecnologia marina ha sido una
herramienta adecuada para la blsqueda de alternativas terapéuticas y paliativas para
la curacién de las enfermedades crénicas. Son muchos los aspectos por los que se puede
afirmar esto Ultimo, como es toda la bibliografia existente sobre la gran cantidad de
nuevos compuestos, técnicas y conocimiento que en apenas dos décadas de estudios se
ha consequido publicar, o como la obtencidn de extractos y principios activos contrastados
que actualmente ya estan en el mercado, hechos que resumidamente se han podido ver
en este capitulo.

La biotecnologia marina es, sin lugar a dudas, también la herramienta mas sélida con la
que actualmente hay que trabajar para continuar buscando soluciones a las enfermedades
existentes, tanto por la cantidad de futuribles especies que se pueden analizar todavia (el
95% de la biodiversidad biolégica de toda la tierra se encuentra en el medio acuético),
como por el desconocimiento todavia existente sobre este medio. Asi que, no sélo ha sido
un extraordinario recorrido, si no que también debe ser el camino a seguir durante los
préximos anos.

En contraste a lo anteriormente expuesto, también es justo evidenciar el desequilibrio que
existe, todavia en esta época, entre la identificacién de compuestos con actividad terapéutica
frente a la sintomatologia de las enfermedades crénicas y la disponibilidad publica de los
mismos. Es necesario que una mayor cantidad de los recursos que se distribuyen para todas



las actividades relacionadas con la investigaciéon marina y, en especial con la biotecnologia
marina, se utilicen en apresurary agilizar este proceso.
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Resumen

Explorando los océanos, muchos cientificos han encontrado que son ricos en organismos
que sintetizan poderosos agentes capaces de combatir muchas enfermedades. Algunos
ejemplos estan representados por la Didemnina B, compuesto con potente actividad
inmunomoduladora, o la Psammaplina A, la Ecteinascidina-743, la Halicondrina B o la
Briostatina, todos ellos potentes inhibidores de crecimiento de células tumorales. Los
primeros experimentos de busqueda de organismos marinos se realizaron a principios
de los afios ochenta. La tecnologia ha hecho grandes avances en la exploracién de las
profundidades del mar y las nuevas formas de vida se han descubierto en profundidades
de hasta hace poco tiempo impensables. Alrededor del 75 por ciento de los medicamentos
desarrollados por la industria farmacéutica son de origen natural. Entre los mas conocidos, la
aspirina (de la corteza de sauce), la morfina (de Papaver somniferum), la penicilina (hongos
microscépicos), la artemisina (derivado de la planta Artemisia indicado contra la malaria).
El reservorio privilegiado es la selva tropical del Amazonas, que produce el 50 por ciento
de los principios activos utilizados en farmacologia. Ahora bien, en este escenario se une
otro: el mar. Considerando que la presencia en el mar de todos los organismos de la Tierra
se estima alrededor del 90 por ciento, las posibilidades de encontrar un nuevo farmaco se
multiplican por cinco. En esta revision se analizaran algunos de los compuestos aislados y
caracterizados a partir de organismos marinos y sus posibles aplicaciones en el campo del
tratamiento farmacolégico.



Introduccién

Los preparados obtenidos de plantas terrestres se utilizan en el tratamiento de varias enfer-
medades humanas desde tiempos antiguos. En 1800, los primeros estudios de metabolitos
secundarios obtenidos a partir de organismos vegetales demostraron que la flora terrestre es
una rica fuente de farmacos (Nguyen et al., 2013, Savoia et al., 2012, Wink et al., 2012), Utiles
en el tratamiento de enfermedades mortales tales como céncer (taxol) y las infecciones micro-
bianas (penicilinas). Sin embargo, debido al desarrollo de |a resistencia de ciertos patégenos
para el tratamiento de drogas y falta de eficacia de la quimioterapia tradicional, los investi-
gadores en el campo de la sustancias naturales rapidamente han dirigido su atencién a los
nuevos recursos de compuestos bioldgicamente activos, tales como plantas y organismos ani-
males marinos (Gerwick et al., 2012, Mimouni et al., 2012, Ngo et al., 2012, Sager et al., 2010).

En los océanos viven millones de especies de plantas y animales distintos de la tierra; el medio
ambiente marino, proporciona asi una nueva area de investigacion que ha atraido el interés
de los cientificos de diferentes disciplinas, tales como quimicos organicos, bioquimicos, far-
macélogos, bidlogos y ecdlogos. El desarrollo de las técnicas de buceo y mas recientemente
de los vehiculos sumergibles ha permitido a partir de los afios sesenta un acceso rapido a
organismos que viven tanto en Ia superficie como a los que habitan en aguas profundas, lo
que hace que estén disponibles para el analisis quimico. Los estudios que se han llevado a
cabo, en gran medida han demostrado que el medio marino es una fuente extraordinaria de
nuevos metabolitos bioactivos.

Muchos compuestos de origen marino son estructuralmente complejos, se caracterizan por
caracteristicas funcionales Unicas y poseen actividades biolégicas notables. Esto es a veces
debido a las condiciones extremas del habitat, |a falta de luz, |a alta presién, las altas concen-
traciones idnicas, las variaciones de temperatura y baja disponibilidad de alimentos o espacio
de habitat restringido. La alta concentraciéon de organismos que coexisten en un area limitada
les hace muy competitivos y complejos. Los organismos desarrollan una serie de adaptaciones
y comportamientos dirigidos a la proteccidn de Ia especie tales como Ias estrategias de de-
fensa por la depredacion, de la proliferacién de especies competitivas, es decir la supresion
competitiva de presas moviles por ingestion (Derby y Aggio, 2011).

Las estrategias quimicas de una especie hacen uso de la riqueza de las moléculas de su “me-
tabolismo secundario” e incluye compuestos tales como terpenos, alcaloides, policétidos,
péptidos, derivados del acido shikimico, glicdsidos, los esteroides y los metabolitos proce-
dentes de diferentes vias biogenéticas. Ademas, y sélo relativo el medio ambiente marino,



es relativamente comun la presencia de dtomos de halégeno, principalmente cloro y bromo,
unidos con enlaces covalentes al esqueleto molecular, lo que es probablemente debido a su
buena disponibilidad en el mar (Kim et al., 2012, Ohno et al., 2012, Sudrez-Jiménez et al.,
2012, Cabrita et al., 2010).

Dado que las condiciones de los océanos son tan diferentes, la quimica de los
productos producidos por los organismos marinos es muy diversa. Ademas, mientras
los recursos terrestres se consideran explorados desde el punto de vista de la farmacéutica y
bioguimica, menos del 1% de las especies marinas existentes se han examinado sobre su uso
farmacoldgico potencial (Russo et al., 2011).

Los océanos representan por lo tanto una fuente, aun sin explotar, de compuestos biolégi-
camente activos, y también de nuevas vias bioguimicas aun desconocidas en patégenos que
podrian tenerse en cuenta para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

La investigacion llevada a cabo durante muchos afios en la Divisién de Biotecnologia de Eu-
roespes Biotecnologia se enmarca en el campo del estudio de los metabolitos secundarios de
origen marino; los estudios realizados han permitido la adquisicién de informaciones sobre la
quimica de algunas especies de invertebrados marinos presentes en distintos niveles de evo-
lucion que pertenecen al phyla Chordata (Subphylum Tunicata) y poriferos. En particular, su-
perando los problemas asociados con la recoleccidn del material bioldgico y su identificacién,
la investigacion quimica se ha realizado en la especies Clavelina phlegraea, Polyandrocarpa
zorritensis y Axinella damicornis, especies con un metabolismo secundario muy prometedor
presentes en el Mediterraneo.

La disponibilidad de las modernas técnicas de cromatografia de aislamiento y purificacion, el
uso de métodos de purificacion guiada mediante screening farmacoldgico, el uso de numero-
sas técnicas espectroscopicas para la investigacion estructural, entre las que cabe mencionar
la espectroscopia de masas y en especial modo la resonancia magnética nuclear (RMN), nos
ha permitido aislary caracterizar varios nuevos compuestos algunos de los cuales tienen acti-
vidad antitumoral interesante. Los resultados han sido objeto de publicaciones en prestigiosas
revistas internacionales.

1. Productos naturales de origen marino

Un gran nimero de moléculas bioactivas aisladas de fuentes marinas han sido seleccionadas
como candidatos prometedores para la evaluacion preclinica extensa en el tratamiento de
diferentes degeneraciones patoldgicas y algunos de ellos han pasando a la etapa de ensayos



clinicos para el tratamiento del cancer. La mayoria de las moléculas naturales marinas son
producidas por invertebrados como esponjas, corales, briozoos y ascidias y pertenecen
a diferentes clases estructurales tales como poliéteres, terpenos, alcaloides, macrdlidos,
polipéptidos (Faulkner, 2002).

Los primeros agentes terapéuticos de origen marino se remontan al 1948, cuando Swift y
Feeney aislaron los nucledsidos spongouridina (1) y spongotimidina (2) de la esponja Tethya
cripta (Swift y Feeny, 1948). El desarrollo posterior de los analogos sintéticos ha proporcio-
nado dos compuestos de relevancia clinica importante, la adenina arabinosil (Ara-A, 3), y la
citosina arabinosil (Ara-C, 4), moléculas contra el cancer para el tratamiento de la leucemia
mieloide aguda y del linfoma no Hodgkin’s (Bodey et al., 1969) (figura 1).

Una clase importante de macromoléculas de origen marino, que pertenecen principalmente
a la clase estructural de los poliéteres, es un gran grupo de toxinas marinas entre las que
podemos mencionar: Ia brevetoxina (5), aislada del dinoflagelado Gymnodinium breve (Risk
et al., 1978), la ciguatoxina (6), un constituyente toxico implicado en ciguatera (Yokoyama
et al., 1988), la maitotoxina (7) aislada de Gambierdiscus toxicus (Dominguez et al., 2010)
y el dcido okadaico (8), un agente que causa diarrea, presente en frutos de mar infectados,
producido por especies de dinoflagelados, como Prorocentrum lima y Dinophysis sp. ( Fuseta-
ni'y Kem, 2009, Wang D.Z., 2008), y finalmente la palitoxina (39), un complejo polialcohol
aislado del zoantide Palythoa toxicus (Baden et al., 2005) (figura 2).

(3) (4)

Figura 1. Estructura quimica de spongouridina (1) y spongotimidina (2) aislados de la esponja
Tethya criptay de los analogos sintéticos Ara-A (3) y Ara-C (4). Cortesia del Dr Austin (Canada).



;
Yoo

H 0,
oH

(9) . Palythoa toxicus

Figura 2. Estructuras quimicas de brevetoxina (5) y ciguatoxina (6) aislados de Gymnodium breve,
matotoxina (7) aislada de Gambierdiscus toxicus, acido okaddico (8) producidos por especies de
dinoflagelados, como Procentrum limay Dinophysis sp., y palitoxina (9) aislado del zoantide
Palythoa toxicus. Cortesia de Maurice Loir y Glass Reef
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Figura 3. Estructura quimica de manolide (10) aislado de la esponja Luffariella variabilis.

Otra clase estructural interesante es la de los terpenos y entre éstos hay que mencionar la
manoalida (10). Este compuesto fue aislado a partir de la esponja Luffariella variabilis por el
grupo de Scheuery se le atribuyd una actividad antibiética (Ebada et al., 2010, Gauvin-Bia-
lecki et al., 2008, Zhou y Molinski, 2006) (figura 3).

Posteriormente, otros grupos (Perumal Samy et al., 2012, Monti et al., 2007) han deter-
minado que este compuesto actia como un potente inhibidor de la enzima fosfolipasa A2.
Ademas, dos diterpenos glicosilados, la pseudopterosina A (11) y E (12) aislados de la gorgo-
nia del Caribe Pseudopterogorgia elisabethae, han demostrado una prometedora actividad
in vitro e in vivo como agentes antiinflamatorios (Correa et al., 2009, Coleman et al., 1999)
(figura 4).

Las manzaminas pertenecen a una nueva clase de alcaloides aislados de esponjas y han
atraido la atencién como agentes antimaldricos. Cuatro compuestos de esta serie, la man-
zamina A (13), la 8-A hydroxymanzamina (14), su enantiomero (15), y el dimero de man-
zamina, la neo-kauluamina (16) tienen resultados alentadores en pruebas preliminares en
vivo (Eguchi et al., 2013, Radwan et al., 2012, Peng et al., 2010) (figura 5).
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(1) (12) Pseudopterogorgia elisabethaé

Figura 4. Estructuras quimicas de pseudopterosina A (11) y E (12) aislados de la Gorgona
Pseudopterogorgia elisabethae.
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Figura 5. Estructuras quimicas de manzamina A (13), 8-A hydroxymanzamina (14), su enantiémero
(15), y de neo-kauluamina (16).

Otros metabolitos secundarios, que se han vuelto importantes como moléculas guia en el
desarrollo de nuevos farmacos, son el macrélido swinholida A (Klenchin et al., 2005) (17),
y su andlogo (18) (Spector et al., 1999), capaces de unirse especificamente al sistema de la
actina intracelular, que es una herramienta Util en el estudio de Ia funcién, organizacién y
dindmica de la actina (figura 6).



(17) (18)

Figura 6. Estructuras quimicas de swinholida A (17) y su andlogo (18).

1.1. Productos naturales marinos con actividad antitumoral

Uno de los objetivos principales de Ia investigacién en el campo de las sustancias naturales
de origen marino ha sido el descubrimiento de nuevos farmacos contra el cancer; en Ia
actualidad, un gran ndmero de metabolitos derivados de organismos marinos estan en
fase de estudio preclinico y clinico para el tratamiento de tumores. Recientemente han
sido publicado estudios sobre el uso de anticancerigenos derivados de diferentes productos
marinos naturales, una aportacién que informa, entre otras cosas, de la diversidad quimica
que ofrece el habitat marino (Kalimuthuy Se-kwon, 2013, Sarwedogo et al., 2013, Lourencao
etal.,, 2012, Sudrez-Jiménez et al., 2012, Kim et al., 2011, Lordan et al., 2011) (ver tabla 1).

Organismo Grupo Metaboliteo Localizacién
Trididemnum soldium Tunicate Didemnin B Caribbean
Bugula neritina Bryozoan Bryostatin 1 Gulf of California
Ecteinascidia turbinata Tunicate Ecteinascidin-743 Caribbean
Halichondria okadai Sponge Halichondrin B Okinawa
Dolabella auricularia Sea hare Dolastatin 10 Indian Ocean
Portieria hornemannii Red alga Halomon Phillipines
Aplidium albicans Tunicate Aplidine Mediterranean
Aplysia kurodai Sea hare Aplyronine A Japan

Elysia rubefescens Mollusc Kahalalide F Hawaii

Mycale sp. Sponge Mycaperoxide B Thailand
Micromonospora marina Actinomycete  Thiocoraline Mozambique Strait
Ascidian didemnum Granulatum Tunicate Granulatimide Brazil

Tabla 1. Agentes antitumorales de origen marino



1.1.1.Kahalalida F

Las kahalalidasson unaserie de péptidos citotdxicos aislados de |a Elysia rufescens, un molusco
de Hawaii (Salazar et al., 2013). Durante la recoleccién de estos moluscos herbivoros para
una evaluacion quimica, se observd que la E. rufescens se alimenta de unas algas verdes,
perteneciente a la especie Bryopsis. La posterior recogida del alga y la purificacion de sus
componentes activos mostraron que la Bryopsis poseia una sustancia quimica idéntica a Ia
aislada por la E. rufescens, incluyendo el Kahalalide F (19) (figura 7).

Los estudios preclinicos han demostrado que la Kahalalida F (19) posee una selectividad
hacia diferentes lineas celulares de tumores sélidos. Los datos de toxicidad han indicado
también que las altas concentraciones de este compuesto son tdxicos para las neuronas del
sistema nervioso central, lo que sugiere un uso potencial para el tratamiento de ciertos tipos
de cancer como el neuroblastoma.

Elysia rufescens

Figura 7. Estructura quimica de Kahalalida F(19), aislada del molusco Elysia rufescens. Cortesia de
Philibert Bidgrain (Vie Océane).

1.1.2. Didemnina B

La didemnina B (20), un depsipéptido ciclico aislado del tunicado caribefio Trididemnum
solidum (Lee et al., 2012), fue el primer producto marino en entrar en los estudios clinicos
como agente antitumoral (Tsukimoto et al., 2011) (figura 8).
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(20) Trididemnum solidum
Figura 8. Estructura quimica de didemnina B (20), aislado del tunicado Trididemnum solidum.

Partiendo de la base de un fuerte parecido estructural de las didemninas a los metabolitos
pertenecientes al grupo de las cianobacterias, Rinehart ha teorizado que estas potentes
citotoxinas derivan probablemente de cianobacterias simbidticas que viven en asociacion
con el tunicado (Rinehart K.L, 2000). La didemnina B (20) ha demostrado actividad
antitumoral contra varios modelos de tumores y se ha estudiado en ensayos clinicos Fase
Il para el tratamiento del cancer de mama, ovarios, cuello uterino, asi como el mieloma,
glioblastoma, astrocitoma, y cancer de pulmén. Ademas, la didemnina B (20) posee diversas
actividades in vitro, aunque con potencias que varfan ampliamente (>5 érdenes de magnitud)
(Vera y Joullié, 2002), lo que sugiere que las actividades estan reguladas por diferentes
mecanismos. La didemnina B (20) inhibe la sintesis de ARN, ADN y proteinas y se une de una
manera no competitiva a la palmitoil-proteina tioesterasa. Ademas, la rapamicina inhibe la
apoptosis inducida por didemnina en células humanas HL60, sugiriendo la activacion de la
via apoptotica FK-506; probablemente la didemnina B modula la actividad del FK-506 en la
unién con las proteinas como parte de su proceso inmunomoduladory por lo tanto conduce a
la muerte celular a través de apoptosis. A pesar de la variedad de protocolos de tratamiento y
la evaluacién contra diferentes tipos de cancer, el compuesto 20 ha resultado ser demasiado
téxico para su uso, con la interrupcién de los estudios clinicos por parte del ”National Cancer
Institute” en 1990. La experiencia obtenida con

estos estudios condujo a la sintesis de moléculas %

similares estrechamente relacionados, como la \Q,{

aplidina (21) (Barboza et al., 2012). -\Me 0

De manera similar a la didemnina B (20), la
aplidina (21) interfiere con la sintesis de ADN

y las proteinas e induce la detencién del ciclo J‘v\)\

. (1)
cellulare (Morande et al., 2012) (figura 9). Figura 9. Estructura quimica de aplidina (21).




La aplidina (21) posee un Unico mecanismo de citotoxicidad que implica la inhibicién de
la ornitina descarboxilasa, una enzima critica en el proceso del crecimiento del tumory la
angiogénesis. Ademas, la aplidina (21) bloquea la sintesis proteica en la etapa de elongacion
polipeptidica (Rockwell y Lin, 2010). Este derivado sintético ha demostrado ser, en la fase
preclinica, mas activo de la didemnina B (20) y ha resultado ser activo frente a diversos
modelos de tumores sélidos (Salazar et al., 2011, Mateos et al., 2010), incluyendo canceres
que eran resistentes a la didemnina B (20).

1.1.3. Psammaplina A

El aislamiento inicial de la psammaplina A (22) de varias esponjas verongidas pertenecientes
al género Psammaplysilla se ha reportado simultdneamente por parte de varios grupos de
investigacion (Laport et al., 2009, Pham et al., 2000, Jung et al., 1995). La psammaplina A
(22), una bromotirosina disulfuro simétrico que presenta grupos de oximas, tiene una potente
citotoxicidad contra las células P388 (IC50 de 0,3 Qg/ml) y coexiste con un metabolito dimé-
rico, la biprasina (23) (Bend et al., 2013, Pereira et al., 2012, Ahn et al., 2008) (figura 10).
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Figura 10. Estructura quimica de psammaplina A (22) aislada de varias esponjas perteneciente al
género Psammaplysilla y de biprasina (23).



Se han aislado posteriormente psammaplinas adicionales, incluyendo varios derivados
sulfatados y salificados (psammmaplinas B-L) y la prepsammaplina A. Muchos de estos
compuestos tienen una potente actividad antibacteriana. El hecho de que las psammaplinas
hayan sido aisladas de diversas esponjas y que los aminoacidos aromaticos bromados
derivados sean comunes en las bacterias marinas, sugiere que estos metabolitos realmente
pueden proceder de las vias biosintéticas de los microorganismos que viven en asociacion
con las esponjas.

Las psammaplinas han sido probadas recientemente como inhibidores de la ADN
metiltransferasa (DNMT) y la histona deacetilasa (HDAC) (Baud et al., 2013) y se ha
comprobado que son inhibidores de ambas enzimas probadas, resultado que representa
un logro significativo a la luz de la posible relacion entre DNMT y HDAC como modificadores
epigenéticos de la actividad de genes supresores de tumores. Ademas, la psammaplina F
(23) es un inhibidor selectivo de HDAC, mientras que la psammaplina G (23) es un inhibidor
selectivo de la DNMT. La psammaplina A (22) es capaz de inhibir la topoisomerasa Il y la
N- aminopeptidasa, con supresion de la angiogénesis in vitro (Kim H.J. et al., 2012). Sin
embargo, la inestabilidad fisioldgica de la clase de la psammaplinas ha impedido el
desarrollo clinico directo.

1.1.4. Ecteinascidina-743

Recientes estudios realizados con organismos marinos para la busqueda de propiedades
antitumorales han demostrado una potente actividad citotdxica en extractos acuosos del
tunicado caribefio Ecteinascidia turbinata. Las estructuras moleculares de los alcaloides
contenidos en los extractos y posteriormente aislados y caracterizados, se han encontrado
en los complejos tetrahidroisoquinolonas (Izbicka et al., 1999, Lansiaux y Bailly, 1999). La
Ecteinascidina-743 (24) es el metabolito principal y, aunque in vivo es menos potente de su
analogo N-desmetilado (JET-729), su citotoxicidad (IC50 = 0,5 ng / ml vs células L1210 de
leucemia), su estabilidad y su abundancia relativamente alta en la naturaleza la han hecho
mas adecuada para el desarrollo clinico (figura 11).

La recogida a gran escala, la acuicultura y los esfuerzos sintéticos (Cuevas y Francesch, 2009)
han conducido al desarrollo de una semi sintesis de ET-743 a partir de cianosafracina B, el
compuesto obtenido en cantidades significativas por fermentacién de la bacteria marina
Pseudomonas fluorescens. La estructura de la ecteinascidina (26) coincide con la de una
fuente microbiana natural, y, de hecho, hay dos patentes para bacterias simbidticas del.
tunicado E. turbinata.



(24) Ecteinascidia turbinata

Figura 11. Estructura quimica de Ecteinascidina-743 (24) metabolito principal aislado del tunicado
Ecteinascidia turbinata.

1.1.5. Halicondrina B

Las halicondrinas se aislaron por primera vez a partir de la esponja japonesa Halichondria
okadai por Ohno y colaboradores y su estructura ha sido determinada por cristalografia de
rayos X (Ohno et al., 2011). Sucesivamente fueron aislados la halicondrina B (25) y algunos
analogos naturales a partir de una serie de esponjas, incluyendo Lissodendoryx carteri sp.
Phakellia sp. y Axinella sp. y esto sugiere que este tipo de esqueleto puede construirse en
asociacion con microorganismos. Diferentes estudios han examinado después el mecanismo
de la toxicidad celular, y se ha descubierto que las halicondrinas son potentes inhibidores de
la tubulina, que se unen de forma no competitiva al sitio de la unién del dominio de la Vinca
y causan una caracteristica detencién del ciclo celular en la fase G2-M con una destruccion
concomitante del proceso de la mitosis (Matsumoto et al., 2012, McBride y Butler, 2012).
Debido a su excelente actividad bioldgica en matar las células tumorales y de su gran
complejidad estructural, las halicondrinas se han convertido rapidamente en uno de los
objetivos principales de Ia sintesis quimica. La primera sintesis total se completd en 1990. El
grupo de Kishi (Kaburaji y Kishi, 2007)se ha centrado en la sintesis de estructuras similares
mas sencillas de Ia halicondrina capaces de mantener o aumentar sus actividades hioldgicas,
y esto ha llevado al descubrimiento de la molécula de E7389 (26) (figura 12).

1.1.6. Dolastatina 10

Aprincipiode 1990 Baiysus colaboradores han descubierto las propiedades extremadamente
potentes de extractos obtenidos de la liebre de mar Dolabela auricularia (Bai et al., 1990).
Sin embargo, debido a las pequefias cantidades del principio activo (~ 1,0mg/100 kg de



Lissodendoryx carteri sp. Phakellia sp.
Hacq:

E7389

(26)

Figura 12. Estructura quimica de Halicondrina B (25) aislado de diferentes especies de esponjas:
Halichondria okadai, Lissodendoryx carteri sp., Phakellia sp. y Axinella sp y da la molécula
E7389 sintetizada a partir de la estructura de la halicondrina.
organismos recolectados), la identificacion estructural de dolastatina 10 (27) ha requerido
unos quince afos en completarse. Las escasas concentracién de estos compuestos en la
liebre de mar indican las cianobacterias como origen de este metabolito secundario
bioactivo (Adams et al., 2008), y de hecho esto ha sido confirmado por el aislamiento de la

dolastatina directamente de la cianobacteria marina Symploca (figura 13).

La dolastatina 10 (27) es un pentapéptido con cuatro residuos aminoacidicos hasta ahora
estructuralmente Unicos (dolavalina, dolaisoleucina, dolaprolina y dolafenilalanina), ademas
de valina. En el momento de su descubrimiento, se identificd como el agente antiproliferativo
mas activo conocido con ED50 = 4,6 x 10-5Qg / mL contra las células leucémicas PS de ratén
(Luesch et al., 2002). Posteriormente, la dolastatina 10 (27) ha demostrado ser un inhibidor



no competitivo del alcaloide de la vinca que se une a la tubulina (Ki 1,4 QM), y que influye
fuertemente en el ensamblaje de microtibulos y de la hidrdlisis de GTP tubulina-dependiente
(Bai et al., 1990). Estudios posteriores han revelado que la dolastatina 10 (27) se une a sitios
que se unen a la rhizoxina y a la maytansina (lwasaki, 1998) (adyacente al sitio de unién del
alcaloide de la vinca), asi como el sitio de intercambio de GTP sobre la tubulina, causando
detencidn del ciclo celular en metafase. La dolastatina 10 (27) entrd en ensayos clinicos de Fase
I en 1990 por el “National Cancer Institute” (Pitot et al., 1999) y sucesivamente en estudios de
fase Il. Desafortunadamente, se elimind de los ensayos clinicos como agente Unico, debido
al desarrollo de una moderada neuropatia periférica observada en el 40% de los pacientes
(Margolin et al., 2001) y por actividades insignificantes en pacientes con adenocarcinoma
(Vaishampayan et al., 2000) refractario a las hormonas y a un carcinoma recurrente de
ovarios sensible platino. Sin embargo, la dolastatina 10 (27) representa un punto valido de
partida para los estudios SAR y el disefo de nuevas drogas sintéticas, las cuales en ultima
instancia han llevado a la sintesis del analogo TZT-1027 (28) (figura 13).
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Figura 13. Estructura quimica de Dolastina 10 (27) aislada de Dolabela auriculariay de la cianobacteria
Symplocay de su analogo sintético TZT-1027 (28). Cortesia de David Harasti (www.daveharasti.com)



1.1.7 Dolastatina 15

La dolastatina 15 (29), ha sido aislada a partir de extractos de liebre de mar Dolabella
auricularia del Océano Indico (Bai et al., 1992) (6,2 mg a partir de 1600 kg del organismo), lo
que claramente implica un origen, para este metabolito, de cianobacterias. De hecho, muchos
péptidos relacionados conla dolastatina15 (29), se aislaron a partir de cianobacterias marinas.
La secuencia lineal del depsipéptido se compone de siete residuos hidroxilos o aminicos. Las
pruebas han demostrado que, en contraste con la dolastatina 10 (28), la dolastatina 15 (29)
se une directamente al dominio de la vinca de la tubulina. Las dificultades para la posterior
evaluacion clinica de dolastatina 15 (29), incluyen la complejidad y el bajo rendimiento de sus
derivados sintéticos, asi como su baja solubilidad en agua. Sin embargo, varios intentos han
llevado al desarrollo de ciertos analogos sintéticos con propiedades quimicas mas acentuadas,
entre los que cabe mencionar la cematodina y el sintatodina (Pettit et al., 1998) (figura 14).
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Figura 14. Estructura quimica de Dolastina 15 (29) aislada de Dolabela auricularia.

1.1.8. (+)-Discodermolida

Esponjas del género Thoenella son una fuente rica de péptidos inusuales que poseen actividades
bioldgicas interesantes tales como antibacteriana, de inhibicién enzimatica, antifingica y anti-
HIV (Kingston, 2011). El Nagahamide A (30), un metabolito con propiedades antibacterianas
aisladas de la esponja Theonella swinhoei es un depsipéptido con siete residuos que contienen
tres aminodcidos poco comunes y una parte poliquetidica (Okada et al., 2002) (figura 15).

(30) Theonella swinhoei
Figura 15. Estructura quimica de Discodermolida (30) aislada de la esponja Theonella swinhoei.



(31) Discodermia dissoluta

Figura 16. Estructura quimica de (+)-Discodermolida (31) aislada de la esponja Discodermia
dissoluta.

Otro ejemplo de metabolito es la citotoxina (+)-discodermolida (31) aislada de la esponja
Discodermia dissoluta que ha resultado ser un poderoso agente inmunosupresor y un
inductor de la polimerizacién de la tubulina (Klein et al., 2005). EI descubrimiento fue
realizado por investigadores del Harbor Branch Oceanographic Institute, y la licencia de la
molécula ha sido vendida a Novartis Pharmaceutical Corporation en 1998 para ulteriores
investigaciones. La investigacion posterior se ha centrado en la preparacién y la evaluacion
de los analogos naturales y sintéticos para obtener sintesis mas eficientes y una mejor
comprension de las relaciones estructura-actividad dentro de esta clase estructuralmente
nueva de antimitéticos (figura 16).

1.1.9. Briostatina

Entre los mas prometedores productos naturales bioactivos debe mencionarse la briostatina
1 (32), un policétido aislado del briozoo Bugula neritina en 1970 (Davidson y Haygood,
1999) (figura 17).

(32) Bugula neritina

Figura 17. Estructura quimica de briostatina 1 (32) aislado del briozoo Bugula neritina. Cortesia de
Lovell and Libby Langstroth © California Academy of Sciences



La briostatina 1 (32) se encuentra actualmente en la fase Il de ensayos clinicos para el
tratamiento de diversas leucemias, linfomas, melanomas, y algunos tumores sélidos
(Abraham et al., 2012, Boger, 2012). La investigacion reciente ha demostrado que este
macrélido citotdxico puede tener un uso potencial en el tratamiento de cancer de ovario
y de mama y también es capaz de aumentar la supervivencia de los linfocitos en pacientes
sometidos a radioterapia.

1.1.10. Diazonamida A

Incluso las ascidias han sido una gran fuente de nuevos productos naturales bioactivos.
Estudios recientes sobre la diazonamida A (33) (Knowles et al., 2011), aislado de la ascidia
marina Diazona angulata, han puesto de manifiesto que el compuesto (33) provoca la
detencidn del crecimiento celular en la fase de la mitosis (figura 18).

(33) Diazona angulata

Figura 18. Estructura quimica de diazonamida A (33) aislado de Diazona angulata.

Tanto la diazonamida A (33) como el andlogo oxigenado son potentes inhibidores de
ensamblaje de los microtibulos, de una manera equivalente a la dolastatina 10 y de manera
mas potente a la dolastatina 15.

1.1.11. Eleuterobina

En 1993, frente a la costa noreste de Australia, fue identificado un nuevo coral blando,
Eleutherobia albicans, el producto bioactivo aislado de este organismo, el eleuterobina
(34), ha demostrado ser una de las citotoxinas mds potentes descubiertas hasta ahora, con
la capacidad de inhibir in vitro el crecimiento de células tumorales con una IC50 en el orden
de 10-15 nM (Long et al., 1998) (figura 19).



Eleutherobia albicans (34)

Figura 19. Estructura quimica de eleuterobina (34) aislado de Eleutherobia albicans.

2. Tunicados

Los cordados (Chordata, Bateson 1885) son un phylum de animales que comprenden
organismos de diversa formay complejidad (figura 20).

El phylum Chordados se divide en tres subphyla:
> Urocordados (o Tunicados)

> Cefalocordados

» Vertebrados

Entre los invertebrados, los Tunicados son el grupo mas representativo y se componen de
pequefos organismos marinos y filtradores sésiles, con larvas plancténicas, que al fijarse
al sustrato, llegan a la etapa adulta, desarrollando una forma de bolsa cubierta por una
capa protectora llamada tdnica. Esta consistencia gelatinosa o correosa esta constituida
por una sustancia de naturaleza fibrosa secretada a través de la epidermis, Ia tunicina, un
polisacarido que tiene la misma composicion quimica de la celulosa. La tunica tiene textura
y grosor diferente en las distintas clases y érdenes. Debajo de la tlnica se encuentra el
cuerpo cuyas células se organizan, a diferencia de los poriferos, en los tejidos y érganos
diferenciados; De hecho, se destacan un sistema nervioso, digestivo, respiratorio y sistema
cardiovascular, aungue bastante primitivos.

Desde un punto de vista evolutivo, los tunicados representan los invertebrados
mas avanzados y se dividen en tres clases (figura 21):

> Ascididceos
> Larvaceos
> Talidceos

Sélo las especies que pertenecen a la clase de las ascidias presentan junto a la fase peldgica
también una bentdnica. Esto se refleja en una mayor facilidad de recoleccién y hace que
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las ascidias sean, con diferencia, los tunicados mas
estudiados. Se distribuyen entre algunos metros por
debajo del nivel del mar hasta los 200-300 metros de
profundidad, pero es sobre todo en los primeros 100
m que se encuentra el mayor nimero de especies e
individuos. Al ser tipicos organismos filtradores, estan
presentes sobre todo en ambientes ricos en material
suspendido.

2.1. Clavaminoles a partir de Clavelina phlegraea

El amplio estudio de algunos ejemplares de la ascidea
Clavelina phlegraea ha permitido el aislamiento de
doce nuevos aminoalcanoles que han sido caracte-
rizados completamente. Los ensayos para evaluar la
actividad bioldgica de los nuevos metabolitos han in-
dicado que algunos de estos compuestos son capaces
de modular la proliferacién de algunas lineas celulares
tumorales (Aiello et al., 2007) (figura 22).

2.1.1. Aminoalcanoles

Los derivados de los 2-amino-alcanoles estan comun-
mente presentes en la estructura de Ias esfingosinas
anfipaticas, el elemento central de los esfingolipidos;
la longitud de su cadena de carbonos varia desde C12
a (30, y también hay variantes poliinsaturadas. Las
ascidias del género Pseudodistoma y Clavelina han
demostrado ser una extraordinaria fuente rica de
2-amino-3-hidroxi-hidrocarburos; ejemplos son cruci-
gasterinas 225, 275y 277 y los obscuraminoles A-F,
2-amino-3 - alcanoles insaturadas y poliinsaturadas
aislados, como sus derivados diacetilados, respecti-
vamente, de las ascidias presentes en el mar Medi-
terraneo Pseudodistoma crucigaster y Pseudodistoma
obscurum (figura 22).

Figura 21. Imagenes de tunicados.
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Figura 22. Ascidias presentes en el mar
Mediterraneo.

2.2. Estudios con fracciones de Clavelina phlegraea

Una muestra de Clavelina phlegraea fue recogida a
lo largo de las costas de la region de Campania por
un grupo de investigadores de la estacidén zooldgica
Anton Dohrn de Napoles. Esta ascidia, que se puede
encontrar hasta 50 m de profundidad, tiene una
tdnica transparente que revela una faringe bastante
grande con 8-12 pares de hendiduras faringeas
soportadas por un esqueleto de quitina. El ejemplar
de Clavelina phlegraea recogido a lo largo de las
costas napolitanas se mantuvo congelado hasta
su utilizacién. El procedimiento de aislamiento se
muestra esquematicamente en la figura 23.

Una vez obtenidas las fracciones de los clavaminoles,
estas fueron enviadas liofilizadas al laboratorio
Ebiotec para los ensayos in vitro.

2.2.1. Cultivo primario de neuronas corticales.

Los métodos de obtencién, disociacién y manteni-
miento en cultivo primario de neuronas corticales uti-
lizados en el trabajo experimental con las fracciones
estan ampliamente descritos en la bibliografia (Choi
et al., 2013, Durafourt et al., 2013,.Shi et al., 2013).

2.2.1.1. Obtencion de las células.

Antes de comenzar la disociacion hubo que tratar
las placas de cultivo con poli-lisina para mejorar la
adherencia de las células a su superficie (Giordano et
al., 2011). Las células se obtuvieron a partir de fetos
de rata Sprague-Dawley, de 17 dias de gestacion.
Para ello, se sacrificé la rata por decapitacién y se
extrajeron los fetos. Se lavaron en el buffer de lavado
(NaCl 150mM; Na,HPO,2H,0 8mM; KCl 2,7mM;
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Figura 23. Procedimiento de extraccion y aislamiento de clavaminoles A-N

KH,PO, 1,45mM; NaHCO, 2,6mM; pH=7,2) y se pasaron a una placa que contiene un medio
de diseccion comercial, L-15, donde se obtuvieron las cortezas cerebrales. Una vez aislado el
cortex, es imprescindible retirar las meninges antes de homogeneizar. Las cortezas limpias
se trasladaron a la placa que contenia lo que llamamos medio de incubacién (80% (v/v)
MEM (Minimum Essential Medium), 10% (v/v) suero de caballo, 10% (v/v) suero fetal,
1,98mM glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato). El tejido se disgregd y
homogeneizé mecanicamente.

2.2.1.2. Siembra.

Tras la homogeneizacién, se realizd el recuento del nimero de células obtenidas. Para
ello se empled el método de exclusion del Azul Tripan en una cdmara Neubauer. Una vez
conocida la cantidad de células obtenidas, se suspendieron en medio de incubacién hasta la
densidad requerida, que en nuestro caso fue de 2x10° células/cm?. Se sembraron en placas
multipocillos Petri de 12 unidades (=2,2cm).

2.2.1.3. Mantenimiento.

Durante los cuatro primeros dias, las células se mantuvieron en el medio de incubacién.
Al cuarto dia se cambid por un medio de crecimiento (90% (v/v) MEM, 10% (v/v) suero de
caballo, 1,98mM glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato), que ademas



Figura 24. Imagenes cultivos de neuroroglia observadas con un microscopio en contraste de fase.

Neuroglia aislada de embriones de ratas (A). Cultivo mixto de neuronas y microglia (cultivo de 15

dias). Cultivo puro de neuronas (C) en medio de cultivo especifico, después de haber bloqueado el
crecimiento de microglia y astrocitos (cultivo de 21 dias).
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llevaba un citostatico, |a citosina arabindsido (10mM) para impedir el crecimiento de células
que proliferan como la glfa (Guzman, 2005). A la semana de haberlas sembrado se volvié
a cambiar el medio para poner de nuevo medio de crecimiento, pero esta vez sin citosina.
Con este tratamiento se obtuvo un cultivo mayoritariamente neuronal, aunque con un 5%
aproximadamente de poblacién glial.

2.2.1.4. Cultivos enriquecidos con glia.

Para la obtencién de un cultivo con poblacién mayoritariamente glial, el procedimiento que
se siguié fue similar al de la obtencidn de neuronas con alguna modificacion. La densidad de
siembra fue de 5x10* células/cm? y no se afiadié citosina arabindsido al cuarto dia de haber
sembrado. De esta forma, se permitié la proliferacién y crecimiento de la glia. El porcentaje
de cada poblacién celular fue de: 15 + 3% neuronas, 75+ 8% astrocitos y 10 + 2% microglia.
Ademas, los experimentos se llevaron a cabo a las dos semanas de la siembra.

2.2.1.5. Caracterizacion de la poblacion celular de los cultivos.

Se fijaron las células e incubaron con el anticuerpo correspondiente para su posterior
identificacion. Para la identificacion de los astrocitos se empled el anticuerpo monoclonal
anti- GFAP (glial fibrillary acidic protein o proteina fibrilar glial acida) diluido 1:100 en
PBS (buffer salino tamponado con fosfato a pH 7,4), mientras que para la localizacion de
microglia se empled lectina de tomate (biotina conjugada de aglutinina de Lycopersicom
esculentum marcada con fluoresceina) diluida 1:200 en PBS. En el caso de los astrocitos
hizo falta un fluréforo como anticuerpo secundario monoclonal, que fue el CyTM2-antilgG
de ratén 1:250 en PBS. La incubacidn con los anticuerpos se llevé a cabo en atmdsfera
himeda y a temperatura ambiente. Las células se mantuvieron con el anticuerpo primario
anti-GFAP o con la lectinas durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS y
en el caso de los astrocitos se incubaron con el anticuerpo secundario durante otra hora'y
en las mismas condiciones de humedad y temperatura que el primario. Tras este tiempo,
se lavd de nuevo con PBS y se tomaron las fotografias correspondientes. Las neuronas se
localizaron, en cuatro campos escogidos al azar, como células GFAP negativas, aglutinina
de Lycopersicom esculentum negativas y apariencia birrefringente en contraste de fases.
Se empled un microscopio Olympus TO41 para la identificacion y fotografia de las distintas
poblaciones celulares (Figura 24).



2.2.1.6. Privacién de oxigeno y glucosa (POG) y exposicion a glutamato.

Los experimentos se llevaron a cabo a los nueve o diez dias de la siembra. Para simular
una isquemia in vitro se realizé una privacién de oxigeno y glucosa (POG), en una camara
(Forma Scientific) a 37°C, en ausencia total de glucosa y en una atmdésfera anaerdbica de
nitrégeno (95%N,/5%C0,). Antes de comenzar cualquier tratamiento se lavaron las células
dos veces con el buffer que se empled durante la POG, el “buffer de isquemia” (NaCl 130mM;
KCl 5,4mM; CaCl, 1,8mM; MgCl, 0,8mM; NaH_PO,H,0 1mM, NaHCO, 26mM; pH=7,2)
para retirar el medio de crecimiento. Durante la POG se mantuvo constante la presion y
temperatura del sistema (0,5 psi en el mandmetro de salida del circuito). Los grupos control
conservaron durante el mismo tiempo una atmdsfera aerdbica con buffer de glucosa (igual
que el buffer de isquemia, pero que contiene 33mM de glucosa). Al acabar el tiempo de
POG, las células se lavaron con un medio de reperfusion (igual que el medio de crecimiento,
pero cambiando la gentamicina por 0,15ng/mL de penicilina) dos veces y se dejan con este
medio durante el periodo de “reperfusion” las 24 horas posteriores. Muy importante es
destacar que el tiempo de POG en los experimentos de liberacién de glutamato fue de 150
minutos. El motivo de escoger 140-160 minutos fue porque se observé que en este tiempo
habia liberacidn de glutamato, pero no habia liberacién de LDH.

Asi, los experimentos en los que los valores de LDH de los grupos control y POG diferian
significativamente no fueron considerados. De esta forma se estaba descartando que la
liberacion no deseada de glutamato por rotura celular y sus posteriores consecuencias
(excitotoxicidad), interfiriese en el estudio de los mecanismos de liberacion y el efecto de
clavaminol sobre este proceso.

Alternativamente al tratamiento de POG, hubo células expuestas a glutamato. Se incubaron
durante 5 minutos con una concentracion de glutamato de 10uM en un medio que carecia de
magnesio. Posteriormente se cambié el medio y se mantuvo asi 24 horas. Para las medidas
de los niveles de ATP, el tiempo de POG escogido fue de 90 minutos. En este tiempo no hubo
liberacién de glutamato (se comprobd por HPLC), de forma que se evité que hubiese gasto
por exocitosis o por lisis celular (se midié la LDH).

2.2.1.7. Determinacion de LDH (Lactato deshidrogenasa).

La lactato deshidrogenasa es un enzima citosélica que se libera al espacio extracelular como
consecuencia de la lisis celular (Giordano et al., 2011). Para medirla, tras la POG se retira
un volumen de medio y se mezcla con la misma cantidad de buffer fosfato/NADH/piruvato



(concentracién final de NADH 350uM; piruvato sédico 900uM; pH 7,4). Se mide la cinética
durante 150 segundos a temperatura ambiente en un espectrofotémetro (Beckman DU7500)
a 340nm. En esta longitud de onda registramos la desaparicién de NADH al oxidarse por la
presencia en el medio de LDH. En concreto la reaccion es la siguiente:

NADH + H* + Piruvato sddico LDH NAD* + Lactato

La LDH se expresa como porcentaje de LDH total. Para calcular este valor se lisaron las células
con Tritén X-100 y se mididé a 340nm como se ha explicado antes. Este valor junto a los
obtenidos previamente a 0, 3y 24 horas es el valor total de LDH. Asi, el valor de LDH liberado
se determina:

LDH(%) =100xLDH, ., /LDH,. ..., *LDH,

medio medio células)

2.2.1.8. Determinacion de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil tetrazolio).

El MTT es un marcador de viabilidad a través de la medida colorimétrica de la actividad
mitocondrial. Va a medir la capacidad de las mitocondrias de las células de reducir el MTT
al colorante formazan. Las células se incuban tras la POG durante 3 horas con una solucién
de buffer fosfato/MTT (12mM de MTT en buffer fosfato a pH 7,4). Transcurrido ese tiempo
se retira el medio y se mantienen durante 24 horas con un solubilizante compuesto de
dimetilformamida al 40% y SDS al 20%, a pH 4,7. Para determinarlo se mide a 570 nm en
un lector de microplacas (Biorad Model 680).

2.2.1.9. Tincién con ioduro de propidio (PI).

Estos experimentos se hicieron para determinar la viabilidad celular tras la POG. El ioduro
de propidio se une al DNA de células necréticas, lo que hace que emita fuorescencia roja
(Aexcitacion=535nm, Aemision=617nm), mientras que las células vivas apenas dan sefial.
Para estos experimentos las células fueron mantenidas en medio PGG durante 30 minutos
tras la POG. Después se lavaron con PBS frio y se incubaron en hielo durante 30 minutos
con Tug/mL de ioduro de propidio en PBS. Tras este tiempo las células se pudieron very
fotografiar con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE300).

2.2.1.10. Determinaciones

2.2.1.10.1. EFECTO DE CLAVAMINOL SOBRE LA MUERTE NEURONAL INDUCIDA POR POG.

En estos experimentos el periodo de POG fue de 150 minutos. Tras este tiempo, se midieron
distintos parametros de viahilidad celular como son la LDH, MTT y PI. En el caso de la LDH se



tomd del medio tras los 150 minutos, se retird y se afladio el buffer de reperfusion mientras
se mantuvieron las células en el incubador a 37°C. Esto permitié medirla LDH a las 0, 3y 24
horas después de la POG. Para el MTT y el Pl se retird el medio y se determind en las células
(Figura 25).

Con estos experimentos se comprobd si habia muerte celular tras la POG y si los distintos
clavaminoles eran capaces de reducirla. Diferentes concentraciones de clavaminol (O-
10.000uM) se afiadieron al comenzar la POG. En la reperfusion se retird cualquier farmaco.

2.2.1.10.2. EFECTO DEL SALICILATO SODICO Y LAINDOMETACINA SOBRE LA MUERTE NEURONAL
INDUCIDA POR POC.

Los experimentos se llevaron a cabo igual que los clavaminoles aunque sélo se determind la
LDH a 0, 3y 24 horas tras la POG. Se prob¢ el salicilato sédico (300uM) y la indometacina
(3,70 y 100uM) como AINE.

2.2.2. Resultados

2.2.2.1. Efecto de los clavaminoles sobre la muerte neuronal inducida por un proceso de
privacion de oxigeno y glucosa (POG).

El proceso de POG de 150 minutos, produce muerte neuronal en nuestro modelo, como
se observa en los tres marcadores de viabilidad celular (LDH, MTT y PI). Hay un aumento
en los niveles de LDH liberados al medio a las 3y 24 horas después de la POG, un mayor
porcentaje de MTT reducido tras la POG y un mayor porcentaje de células marcadas

Clavaminol
Salicilato
Indometacina

l POG REPERFUSION

1 24h.

Ofmin. LDH LDH
MTT, PI

Figura 25. Procedimiento experimental de muerte inducida por POG.



inmediatamente después de la POG con PI. Cuando se incubaron con clavaminoles, se
redujeron los niveles de LDH en el medio (IC50 = 0,115 + 0,015uM), disminuy¢ el porcentaje
de células necréticas tefiidas con Pl'y aumentd el de MTT reducido (Figura 26).

Efecto de clavaminol sobre la liberacion de LDH 24 horas después de la POG.
El resultado se expresa como porcentaje de la LDH total
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Figura 26. Efecto de distintos clavaminoles sobre La liberaciéon de LDH.



2.2.2.2. Ffecto del salicilato sddico y la indometacina sobre la muerte neuronal inducida por
POC.

El salicilato sédico fue capaz de reducir la muerte neuronal a la misma concentracién a
la que los clavaminoles My N demostraron su maxima eficacia (300 uM). Por su parte,
la indometacina fracaso a las tres concentraciones empleadas como protector frente a la
muerte neuronal inducida por POG. En la Figura 27 se muestran los valores de LDH a las 24
horas de la POG.

2.2.3. Conclusiones

Las células sometidas a un periodo de 150 minutos de POG sufren un dafio respecto a
las controles (células no tratadas), como se observa en los marcadores escogidos para
evaluar el dafo celular (liberacién de LDH, inhibicion de la reduccién de MTT y tincidn
con PI). Las distintas dosis de clavaminoles producen una mejoria en los pardmetros de
viabilidad (reduciendo los niveles de LDH liberada, aumentando el porcentaje de MTT
reducido y disminuyendo el nimero de células tefiidas con PI), y la proteccién es maxima a
la concentracion de 300uM.

Efectos de otros AINEs sobre la muerte
celular inducida por POG
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Figura 27. Efecto de distintos antiinflamatorios no esteroideos (AINESs) y clavaminoles M y N sobre
la muerte celular inducida por POG.



Conclusiones generales

Los compuestos naturales representan un elemento fundamental en las relaciones entre
los hombres y otros seres vivos: de ellos dependen la salud, la nutricién, las sensaciones,
en una palabra, sus propias vidas. Por esta razdn, el estudio de los compuestos naturales
juega un papel cientifico central y siempre se ha caracterizado por sus importantes
aplicaciones, como producto normal de una actividad cultural con inmediatos resultados
comerciales y como un espejo de las caracteristicas de la época donde se encuentra. En
este sentido, los estudios realizados en el Departamento de Biotecnologia marina de
Euroespes Biotecnologia, a lo largo de casi veinte ahos de actividad, constituyen una
linea de investigacién coherente e indicativa de la evolucién del conocimiento mismo en
compuestos naturales. La historia de mas de veinte afios de actividad del Departamento
de Biotecnologia marina no es sélo una historia de progreso y logros cientificos, sino mas
bien de la adaptacion de nuevas tecnologias a las diferentes formas de transformacion de
los productos naturales, desde el farmaco clasico hasta el desarrollo de nuevos alimentos
funcionales para su posible uso profilactico y/o terapéutico.
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Resumen

Actualmente, no existen medicamentos que pueden prevenir o tratar de manera efectiva los
procesos de neurodegeneracion caracteristicos de las enfermedades o lesiones cerebrales,
por lo que el desarrollo de dichos farmacos es una prioridad en nuestro sistema de salud. En
las ultimas décadas, la comunidad cientifica se ha volcado en la obtencién y caracterizacién
de nuevos compuestos que puedan dar respuesta a dicha demanda, siendo los organismos
marinos una rica fuente de nuevos farmacos con potencial terapéutico. En el presente
estudio, hemos examinado el papel neuroprotector de los compuestos de origen marino y
asi aclarar los mecanismos celulares por los que actdan.

Introduccion

El medio marino posee una gran diversidad hioquimica y en él encontramos una creciente
cantidad de organismos marinos que representan fuentes ricas de compuestos naturales
que son estructuralmente nuevos y biolégicamente activos. Estos compuestos naturales
de origen marino pueden ser de gran utilidad en el tratamiento de diversas enfermedades
humanas y servir como modelos para el descubrimiento de nuevos farmacos. En 2001, los
investigadores estimaron que mas de 10.000 compuestos de origen marino habian sido
aislados e identificados a partir de organismos marinos (Proksch et al., 2002), y muchas
de estas sustancias han demostrado ejercer efectos terapéuticos significativos (Blunden,
2001; Chakraborty et al., 2009). Algunos de estos compuestos han sido exhaustivamente
estudiados por su potencial en la creacién de nuevos farmacos aplicados a enfermedades
humanas (Martinez, 2007).

Ahora mas que nunca, existe un consenso generalizado del importante papel que
desempefan los radicales libres en la patogénesis de varias enfermedades, como los



procesos neurodegenerativos, el cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y
dafo hepdtico, e incluso en procesos naturales como el envejecimiento (Hekimi et al., 2011),
lo que justifica la busqueda de antioxidantes novedosos capaces de exhibir neuroproteccion.
Uno de los efectos téxicos mas documentados es el proceso de oxidacién de los acidos
grasos insaturados en las membranas bioldgicas, generando la formacién y propagacion de
radicales lipidicos, asi como al reordenamiento de dobles enlaces en lipidos insaturados, y
desencadenando en la destruccién de los lipidos de membranay la consecuente formacién
de productos como el malondialdehido (MDA). Por ello, los compuestos antioxidantes
utilizados como suplementos alimentarios o farmacéuticos pueden neutralizar el efecto
dafino de estos radicales libres en las células del organismo antes de que causen dichos
procesos de oxidacién, ayudando a la prevencion de muchas de las enfermedades asociadas
a las especies reactivas del oxigeno (Matés et al., 2012).

El objetivo de la neuroproteccidn es limitar la disfunciéon o muerte neuronal después de
una lesién del sistema nervioso central en un intento de mantener la integridad de las
interacciones celulares en el cerebro, por lo tanto reducir al minimo Ias perturbaciones en la
funcién neural (Tucci y Bagetta, 2008). De acuerdo con su mecanismo, la neuroproteccién
puede ser clasificada en varios mecanismos como: antioxidante (inhibidor de radicales
libres) (Pellicciari et al., 1998, Behl y Moosmann, 2002), anti-inflamatorio (Agnello et al.,
2002,Gao et al., 2003), anti-exitotéxico (Volbracht et al., 2006); inhibidor de la apoptosis
(Yu et al., 2003), expresion del gen modulador (Kietzmann et al., 2001); modulador de
canales de iones (Heurteaux et al., 2004, Schwartz y Fehlings, 2001); quelante de iones
metalicos (Youdim et al., 2004; Gaetay Hider, 2005) y factor neurotréfico (Tremblay et al.,
1999, Moalem et al., 2000, Akerud et al., 2001).

El potencial efecto neuroprotector de los compuestos antioxidantes tanto en el campo
pre-clinico como en el clinico ha sido ampliamente demostrado (Calabrese et al., 2003) y
actualmente los avances eninvestigacion se orientan a caracterizar el papel que ejercen dichos
compuestos antioxidantes en los procesos celulares universales, tales como la quinescencia,
proliferacién, division y muerte, asi como en los mecanismos redox y los cambios derivados
de ello, tales como especificidad celular, respuesta bioquimica, inflamatoria y expresion
génica (Vamecq et al., 2003).

En la dltima década, se han desarrollado importantes antioxidantes sintéticos para su
aplicacion directa en la medicina e industria alimentaria, teniendo como finalidad Ia
inhibicién o el retardo de la oxidacién constante de biomoléculas en el cuerpo humano.



Sin embargo, a pesar de la eficacia y bajo costo de algunos de estos compuestos se ha
observado también una actividad carcinogénica y potencialmente téxica, por lo que se ha
reactivado la busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes naturales para su reemplazo.
Para dar respuesta a esta imperiosa demanda, se han perfilado una serie de organismos
marinos con gran carga antioxidante y neuroprotectora en su composicién intrinseca, de
entre los cuales cabe destacar las algas marinas, los corales blandos, protozoos y derivados
de otros organismos marinos. A continuacién describiremos las caracteristicas y el potencial
neuroprotector de los compuestos derivados de cada uno de estos organismos marinos.

1. Algas marinas

Entre los organismos marinos, las algas han sido identificadas como un recurso vegetal poco
explotado, a pesar de que han sido reconocidas como una valiosa fuente de compuestos
bioactivos estructuralmente diversos. En la actualidad, varias lineas de estudios han
proporcionado una idea de las actividades bioldgicas y efectos neuroprotectores de las algas
como antioxidantes, anti-neuroinflamatorio, inhibidor de la actividad colinesterasa y de
muerte neuronal. Por lo tanto, las algas se presentan como excelentes candidatas, porque
han desarrollado fuertes sistemas antioxidantes en respuesta a las condiciones altamente
oxidativas en las que viven. Como organismos fotosintéticos, las algas estan expuestas a
una combinacién de luz y altas concentraciones de oxigeno, que permiten la formacién de
radicales libres y otros agentes oxidantes fuertes (Pangestuti y Kim, 2011). Varios autores
han comprobado que algunos extractos de diferentes especies de algas con actividad
antioxidante también presentan a su vez propiedades neuroprotectoras en el sistema
nervioso central.

Bryothamnion triquetrum. La capacidad neuroprotectora del extracto acuoso del alga
roja Bryothamnion triquetrum (Fig.1a) ha sido analizada por Fallarero y colaboradores
(2006) en el cual se determind que dicho extracto tiene la capacidad de proteger las
células hipotaldmicas inmortalizadas de ratones (GT1-7) frente a procesos de muerte
celular inducida, en condiciones de hipoxia quimica/aglicemica (condiciones similares a
un evento de isquemia cerebral). Los resultados obtenidos indicaron que las propiedades
neuroprotectoras del extracto se debian, en parte, a la presencia del acido ferulico, uno
de los 3 acidos cinamicos encontrados en el alga. Esta actividad neuroprotectora parece
estar vinculada con su capacidad de disminuir la generacién de radicales libres, mediante
diferentes mecanismos de acoplamiento e inactivacion de estos radicales a nivel celular en
el organismo (Lipton, 2007).



Figura 1 (a-i), Organismos marinos con implicacién en productos derivados neuroprotectores.
(a-c), Algas marinas: Bryothamnion triquetrum (a), Halimeda incrassate (b), Sargassum
macrocarpum (c); (d-f), Corales marinos: Sinularia querciformis (d), Sinularia flexibilis (e),
Petrosia corticata (f); (g), Invertebrados marinos: erizo de mar; (h), Pescado azul. (Referencia de
imdgenes: (a) w.open-ref.com; (b) w.natuurlijkmooi.net; (c) w.nagarem.blogspot.com; (d) w.science.
naturalis.nl; (e) w.nanoreef.es; (f) w.easydive24.de; (g) w.pecesdelmarmediterraneo.com; (h)
w.tecnoupdate.com.ar; (i) w.laiveesvida.com.

Halimeda incrassate, Padina tetrastromatic y otras algas. Wijesekara y colaboradores
(2010) han demostrado que la mayoria de los compuestos fendlicos que se purifican a
partir de algas (Fig.1a-c) son responsables por los efectos de proteccion contra el estrés
oxidativo que resulta del dafio celular (Ngo et al., 2012). Los compuestos fendlicos actian
en la eliminacién y degradacion de los radicales libres resultantes, ya que son agentes
quelantes de metales y de los productos redox, y por lo tanto inhiben eficazmente la
oxidacién de lipidos. Ademas, se ha demostrado que los carotenoides son fundamentales
en la captacién de radicales libres y también presentan un efecto antioxidante en la
composicion de las algas (Nomura et al., 1997, Yan et al., 1999). Young y Lowe (2001),
demostraron posteriormente que la estructura, forma fisica, ubicacién o sitio de accién,
potencial de interaccién con otro antioxidante, la concentracion y la presién parcial de
oxigeno pueden afectar a las actividades antioxidantes de los carotenoides en los sistemas
bioldgicos. Otro componente, la fucoxantina, obtenida a partir de la Padina tetrastromatic
ha demostrado un mayor potencial como antioxidante que el p-caroteno en la modulacién
de enzimas antioxidantes en el plasmay el higado de ratas con deficiencias en niveles de
retinol (Kumar et al., 2008, Sangeetha et al 2009). Sin embargo, el mecanismo exacto
de accién por el cual la fucoxantina ejerce un efecto antioxidante todavia no se conoce
con exactitud. Por otra parte, se ha documentado el efecto citoprotector de la fucoxantina
contra laformacién de compuestos oxidativos (ROS) inducida por el peréxido de hidrégeno
en células fibroblasticas de mono (Heo et al, 2008). Se cree que la presencia de dos



grupos hidroxilo en la estructura del anillo de la fucoxantina pueden ser los responsables
de inhibir la formacién de ROS.

Recientemente, se ha descrito un compuesto fendlico aislado a partir de algas pardas, el
dieckol, que parece inhibir la produccién de ROS en las células de la microglia murina (BV2)
(Jung et al., 2009). Por otra parte, también se ha demostrado que algunos polisacaridos
sulfatados (SP) de algas se pueden utilizar como potentes antioxidantes (Wijesekara
et al., 2010, Jiao et al., 2011). La actividad antioxidante de estos componentes de las
algas depende directamente de sus caracteristicas estructurales, tales como el grado de
sulfatacion, peso molecular, el principal tipo de aztcar y su ramificacion glicosidica (Qi et
al., 2005, Zhang et al., 2003).

Sargassum macrocarpum. Dos de sus componentes activos, acido sargaquinoico y
sargachromechanol, han demostrado que activa el crecimiento de neuritas en dendritas y
axones neuronales, siendo ésta una de las caracteristicas fundamentales en el desarrollo
neuronal durante la embriogénesis y en el cerebro adulto (Khodosevich y Monyer, 2010).
En particular, el grupo hidroxilo unido a la quinona presenta un efecto inductor sobre
la actividad neuritica. Ademas, la feofitina, un compuesto relacionado con la clorofila,
vitamina B12 y derivada del Sargassum fulvellum (Fig.1c) también tiene un gran potencial
demostrado en la potenciacion del crecimiento de neuritas (Ina et al., 2007, Ina y Kamei,
2006), y por lo tanto con caracter neuroprotector.

Engeneral, se sabe que unagran parte de lasalgas presentan en su composicién bioquimica
ciertos compuestos apolares, como los derivados clorofilicos, terpenoides y carotenoides
asi como también aminodacidos caracteristicos como las micosporinas capaces de absorber
cantidades apreciables de radiaciones UV y evitar asi el dafio celular pre-oxidativo. Ademas,
el alto contenido en vitaminas liposolubles (vitamina E) e hidrosolubles (vitamina (),
compuestos que presentan actividad antioxidante, también contribuyen a las propiedades
antioxidantes de estos organismos.

Por otro lado, las algas tienen compuestos polares (polifendlicos) como los flavonoides,
acidos fendlicos y cinamicos, y polisacaridicos y compuestos simples sulfatados, asi como
florotaninosybromofenolesy su relevancia radica en su participacion en diferentes eventos
antioxidantes tanto fisiolégicos como metabdlicos. Adicionalmente contienen metales
como Se, Zn, Mn y Cu que aunque por si solos no son antioxidantes, al ser componentes
fundamentales de enzimas antioxidantes también pudieran contribuir a sus propiedades
antioxidantes al ser consumidos por el hombre (Pangestutiy Kim, 2011).



2. Corales marinos

En los ultimos afos, un numero significativo de metabolitos con potentes propiedades anti-
inflamatorias, neuroprotectoras y antioxidantes se han descubierto a partir de organismos
marinos, y varios de estos compuestos ahora estan en proceso preclinico, especialmente los
compuestos derivados del coral blando, Sinularia sp (Lakshmi et al., 2009).

Sinularia querciformis, coral blando. Los corales blandos de Formosa son una gran fuente
de compuestos naturales marinos (Chakraborty et al., 2009). Compuestos bioactivos se
aislaron por primera vez en 1985 a partir de Sinularia querciformis (Fig.1d) y desde entonces
8 tipos de compuestos de tipo “cembrane” con actividad anti-inflamatoria han sido aislados
de esta especie de coral blando por Lu y colaboradores (2010).

Recientemente, se ha aislado un compuesto de tipo “cembrane” con efectos anti-
inflamatorios, 11-epi-sinulariolide etilo (Ya-s11), a partir del coral blando Sinularia querciformis
(Lin et al., 2013). Se observd que Ya-s11 inhibié significativamente la expresion de las
proteinas proinflamatorias inducidas por la sintasa de éxido nitrico y la ciclooxigenasa-2 en
macréfagos marinos estimulados con lipopolisacarido. También se examinaron los efectos
terapéuticos de Ya-s11sobre |a artritis inducida por adyuvante (AIA) en ratas, que demuestran
caracteristicas similares a la artritis reumatoide humana, por lo que el compuesto de origen
marino Ya-s11 puede desempefiar en el futuro un importante papel terapéutico en el
tratamiento de la artritis reumatoide.

Sinularia flexibilis, coral blando. Numerosos estudios han demostrado que los procesos
inflamatorios juegan un papel critico en la enfermedad de Parkinson, por lo que nuevos
agentes anti-inflamatorios derivados de organismos marinos y que demuestren gran
potencial pueden suprimir la progresion de dicha enfermedad. En este marco, el compuesto
11-Dehydrosinulariolide fue aislado de esta especie de corales blandos (Fig.le) y ha
demostrado un importante efecto anti-inflamatorio a través de la supresién de la expresion
de dos principales proteinas pro-inflamatorias: dxido nitrico sintasa y ciclooxigenasa-2
en las células inmunitarias activadas. También se observd que el 11-dehydrosinulariolide
reduce significativamente la citotoxicidad del compuesto 6-hidroxidopamina (6-OHDA)- en
lineas celulares humanas de neuroblastoma (SH-SY5Y), por lo que se asocia su actividad
farmacoldgica con la inhibicién de la activacion de 6-OHDA-inducida por la caspasa-3
y la translocacién del factor nuclear kappa B. Ademas, el efecto neuroprotector de
T-dehydrosinulariolide también se evalud utilizando células SH-SY5Y 6-OHDA-tratadas, en
el que el factor de neuroproteccidon es mediado a través de la requlacion de fosfatidilinositol



3-quinasa (PI3K) y de la disminucidn significativa en caspase-3/7, lo que indica que el
compuesto 11-dehydrosinulariolide tiene propiedades neuroprotectoras.

Estos estudios refuerzan la idea de que este tipo de compuestos derivados de los organismos
marinos con gran potencial inmunoldgico y neuroprotector son candidatos prometedores en
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson a través de su accién anti-apoptédtica y anti-
inflamatoria mediada por la via de sefializacion metabdlica neuronal PI3K (Chen et al., 2012).

Petrosia corticata, esponja de coral. Los organismos marinos con frecuencia producen
una variedad de compuestos denominados electrofilicos, y que representan una clase
recientemente reconocida de compuestos neuroprotectores que proporcionan proteccion
neuronal a través de la activacion de la via de Nrf2/ARE. La activacion de esta via protege
a las células de la muerte celular inducida por el estrés oxidativo, ya que el estrés oxidativo
esta directamente asociado con la muerte celular neuronal durante la patogénesis de
multiples enfermedades neurodegenerativas crénicas, incluida la enfermedad de Alzheimer,
de Parkinson, de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica.

Varios estudios demuestran que la activacion de la via Nrf2-ARE en el sistema nervioso central
es una nueva via de neuroproteccién que confiere resistencia a una variedad de compuestos
oxidantes y macromoléculas con caracter neurodegenerativo relacionadas con el estrés
neuronal (Johnson et al., 2008). En uno de estos estudios, cultivos neuronales primarios
tratados con activadores quimicos de la via de Nrf2-SE muestran un incremento significativo
de laresistencia neuronal a la oxidacién neurotdxica inducida por el estrés metabdlico celular.

Teniendo en cuenta estos avances, investigaciones marinas posteriores han encontrado
en la esponja Petrosia (Strongylophora) corticata (Fig.1f) un compuesto pro-electréfilo de
tipo hidroguinona denominado strongylophorine-8 (STR8), de particular interés debido a
su capacidad de convertirse en quinonas electréfilos sobre auto-oxidacion, ejerciendo por
lo tanto un potente efecto neuroprotector (Sasaki et al., 2011 ). Se ha demostrado que la
STRS8 activa la via Nrf2/ARE, induciendo la actividad enzimética de fase 2 y el aumento del
glutation, protegiendo asi las células neuronales del estrés oxidativo. La STR8 es uno de
los primeros ejemplos de un compuesto pro-electréfilo neuroprotector generado a partir de
organismos marinos.

3. Invertebrados marinos

Erizo de mar. Los huevos de los metazoos alteran bioldgicamente sus envueltas después
de la fertilizacion para proteger el embrién temprano. En el caso de los huevos del erizo de



mar (Fig.1g), esta modificacion consiste en un conjunto rapido y coordinado de pasos que
resulta en un armazén macromolecular que se estabiliza mediante el entrecruzamiento de
proteinas especificas. El huevo de erizo de mar utiliza una reaccién de reticulacién oxidativa
que requiere perodxido de hidrégeno y una peroxidasa endégenamente secretada para que
pueda enfrentarse al efecto del estrés oxidativo desde el comienzo de su desarrollo.

Actualmente se sabe que la proteccion contra los efectos nocivos de este mecanismo oxidativo
es debida a la protein-quinasa Cy al ovothiol, un antioxidante intracelular, y que son claves
para laregulacién y proteccién frente a la reactividad de ciertas especies oxidativas. El uso de
ovothiol en ensayos in vivo en pequefios mamiferos ha demostrado ser efectivo en cuanto a
su potencial neuroprotector. Tanto la conformacién oxidada como la reducida del analogo
de ovothiol, han demostrado ser activas a niveles bajos en dos modelos neuropatoldgicos
experimentales e independientes y mostrando minimos indices de toxicidad en el cerebro
adulto. Ademas, también se ha comprobado que su aplicaciéon carece de efectos nocivos
para las células neuronales en el cerebro inmaduro o en desarrollo, ya que no interfieren
ni modifican ningln mecanismo del ciclo celular normal, al contrario de otros productos
similares anteriormente testados (Olney, 2002).

Las propiedades antioxidantes que exhibe el MFP-4MI reducen o inactivan los compuestos
oxidantes reactivos del medio intracelular tales como el peréxido de hidrégeno, el radical
hidroxilo, el peroxinitrito, el acido hipocléricoy el LDL peroxidado. Ademas, los investigadores
han demostrado que presenta una actividad similar a la enzima superdéxido dismutasa asi
como la capacidad de constituir sustrato de la glutation peroxidasa (Vamecq et al., 2003).
Por todo ello, este componente derivado de invertebrados marinos presenta un enorme
espectro de interaccién antioxidante y que representa un gran valor afiadido a su potencial
en la aplicacidn clinico-terapéutica en un futuro cercano.

Los proximos avances en esta linea consistiran en combinar este compuesto derivado de
invertebrados marinos, ovothiol, con la glutation peroxidasa de mamiferos, en paralelo
con el desarrollo de compuestos sintéticos como el 4-selenoimidazolic y asi potencial
exponencialmente sus efectos en la neuroprotecidn tanto de células neuronales inmaduras
como en adultas, abriendo nuevos enfoques y posibilidades en el campo de la intervencién
clinica preventiva.

3.1. Caracoles marinos

La conantokina-G (Con-G), un péptido de 17 aminoacidos derivado del caracol marino
(Fig.1n) ha demostrado ser un compuesto importante frente a procesos neurodegenerativos



puesto que presenta propiedades neuroprotectoras tanto en experimentos in vitro como
in vivo. Williams y colaboradores (2000) demostraron que en neuronas cerebelares
primarias, Con-G muestra una inhibicion en las respuestas de calcio intracelulares frente
a la excitotoxicidad del NMDA y exhibe neuroproteccién diferencial contra la hypoxia/
hypoglycemia-, NMDA o lesién glutamatérgica.

Estos investigadores han documentado una reducciéon del 83% en el infarto cerebral
inducido en un nucleo cerebral de modelos animales de experimentacién. Los efectos
neuroprotectores de Con-G también se evaluaron a las 72 horas de la lesién, donde se
observé una reduccion del 54% en el nicleo del infarto cerebral, por lo que en ambos
modelos de recuperacién la reduccién en el infarto cerebral se asocié con una mejora
significativa en términos de recuperacién neurolédgica y electroencefalografica. Estos
resultados demuestran el potente efecto de Con-G como agente neuroprotector, vy
refuerza su aplicabilidad clinica con una excelente ventana terapéutica frente a lesiones
cerebrales isquémicas / excitotoxicas.

4. Vertebrados marinos

Pescado azul. Las caracteristicas precisas de los problemas neuroldgicos dependen de varios
factores, que pueden incluir la gravedad de la enfermedad, la edad, el estado nutricional
del paciente, etc. Un enfoque integral (Aruoma, 1999, 2002) aboga por la relacion
funcional de la dieta, los suplementos alimentarios y el control de enfermedades, incidiendo
directamente en el mantenimiento de las funciones inmunes y la gestién preventiva de las
enfermedades neurodegenerativas entre otras. En esta linea, varios grupos de investigacion
se han propuesto como principal objetivo definir Ia eficacia bioldgica y neuroprotectora de
los componentes de la dieta en los alimentos / suplementos del consumo humano cotidiano
(Lewis y Bailes, 2011) y en especial del pescado azul (Fig.1i).

Estas investigaciones afloraron resultados sorprendentes en cuanto al valor afiadido de
algunos componentes de la dieta de pescado azul en el metabolismo humano, de entre
los que se destacan los acidos grasos omega-3 (n-3 FA) favoreciendo la capacidad de
recuperacion en la actividad cerebral dafiada y en el sistema cardiovascular. Estos estudios
demuestran que los acidos grasos omega-3 proporcionan importantes beneficios en la salud
mediante mecanismos de proteccién celular, modulando la cascada inflamatoria después
de una lesion cerebral traumatica. Ademas, recientes investigaciones clinicas indican que
los acidos grasos omega-3 son Utiles y eficaces en los procesos de recuperacion después



de una lesién cerebral, incrementando su eficacia si esta disponible en el sistema antes del
momento de la lesion traumatica.

Conclusion

Los Ultimos avances en el descubrimiento de nuevos derivados marinos con efectos
potencialmente terapéuticos pueden contribuir significativamente a la modulacion de los
complejos mecanismos de gran parte de las enfermedades humanas, y en particular de las
de tipo neurodegenerativas.

Teniendo en cuenta su posible contribucién a la modulaciéon inmune, el uso de estos
compuestos derivados en la prevencién y terapia clinica a corto plazo es de gran interés
médico.

Ademas, a medida que avanza nuestro conocimiento de los complejos mecanismos
moleculares de la neuroproteccion, el estrés oxidativo y la funcion inmune, mas clara sera la
caracterizacion del efecto terapéutico de dichos agentes bioactivos.

La investigacién debe avanzar en paralelo con los esfuerzos para demostrar Ia eficacia clinica
de los compuestos neuroprotectores marinos en la medicina tradicional y asi impulsar su
aplicabilidad en los procesos terapéuticos de las enfermedades humanas neuropatoldgicas.
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Resumen

El hombre, a lo largo de toda su historia evolutiva, ha interaccionado y evolucionado con
el medio, no sélo en busca de recursos alimenticios para su supervivencia, sino también
buscando remedios que le permitan mejorar sus condiciones de vida. La evolucién en las
técnicas de buceo y los avances en metodologia de experimentacién molecular permitieron,
a partir de la segunda mitad del siglo XX, comenzar a darnos cuenta del enorme potencial
que tiene el mar como fuente de extraordinarios recursos nutricionales y terapéuticos. De
este modo, desde el descubrimiento de los nucleésidos y prostaglandinas de origen marino
en los afios 50 y 70, respectivamente, la enorme bateria de farmacos de origen marino no
ha parado de crecer. Moléculas con actividad antitumoral, anti-inflamatoria y analgésica
son las que concentran el mayor interés de la industria farmacéutica en sus esfuerzos de
prospeccion marina.

Introduccion

La riqueza y variabilidad de los diferentes ecosistemas marinos representa una inmensa
fuente de nuevas y variadas moléculas con muy diversas propiedades quimicas. Los
metabolitos secundarios producidos por los organismos marinos, son el resultado
de millones de afios de evolucion y seleccion natural. Cada dia conocemos mas sobre
la capacidad de estas moléculas de origen marino de modular procesos bioldgicos,
interactuando con proteinas involucradas en diferentes patrones fisioldgicos y patogénicos



(Sudrez-Jiménez et al., 2012). Cada vez hay mas farmacos derivados de productos marinos
inmersos en ensayos clinicos de fase Il y fase Ill para el tratamiento de patologias tan
dispares como cancer, alergias, enfermedades inflamatorias y demencias (Abraham et al.,
2012, D'Orazio et al., 2012).

1. Dela farmacia del bosque a la farmacia del mar

En casi todas las culturas y en casi cualquier época, el hombre ha utilizado, por medio
de chamanes, hombres-medicina y naturdpatas, diferentes especies vegetales por sus
propiedades curativas. Cualquier dolencia tiene un remedio en la sabiduria popular basado
en la utilizacién de plantas. Remedios para calmar el dolor intestinal, dolores menstruales,
inflamacion, para tratar quemaduras, intoxicaciones, etc., siempre han tenido cabida en
las recetas a las que podemos acudir en un herbolario. Hasta la llegada de los antibidticos,
como la penicilina, la estreptomicina y otros, las plantas superiores terrestres tenian, sin
duda, el mayor impacto en el descubrimiento de farmacos a partir de productos naturales.
Por extrafo que parezca, a pesar de que los océanos cubren mas del 70% de la superficie
de la tierra, no es hasta mediados del siglo XX que las especies marinas han atraido
nuestra atencidn en la busqueda de nuevos farmacos, lo que contrasta sobremanera con la
importancia de las especies marinas en la nutricion humana.

Actualmente, la cuarta parte de las ventas de farmacos consiste en drogas cuyo principio
activo es una molécula derivada de una especie vegetal y, adicionalmente, uno de cada ocho
farmacos en el mercado se basa en metabolitos secundarios producidos por microorganismos
(Carté, 1996).

La primera evidencia del potencial farmacéutico del mar llegé en 1951, cuando Bergmann
y Feeney consiguieron aislar los nucledésidos spongouridina y spongotimidina de Ia esponja
Cryptotethya crypta (Bergmann y Feeney, 1951). Este descubrimiento condujo mas tarde
a la vidarabina o Ara-A, uno de los primeros farmacos antivirales. Casi dos décadas mas
tarde, en 1969, Weinheimer y Spraggins consiguen aislar prostaglandinas de un coral del
caribe, la gorgonia Plexaura homomalla (Weinheimer y Spraggins, 1969). Es en esta época
cuando mas relevancia cobra el estudio de las prostaglandinas como mediadores celulares
de especial relevancia en la respuesta inflamatoria, funcién contractil del musculo liso,
regulacion de la temperatura corporal y descenso de la presion arterial. Este descubrimiento
sirvio, sin lugar a dudas, como un estimulo adicional en la busqueda de nuevos farmacos en
los ecosistemas marinos.



Desde estos primeros tiempos, se han aislado mas de 20000 productos naturales de
diferentes especies marinas (Hu et al., 2011), y para ello han debido superarse dos
grandes problemas en la prospeccion farmacoldgica marina, como son la inaccesibilidad
de la muestra y la disponibilidad de la misma. Los avances en las técnicas de buceo nos
permiten acceder a habitats que hasta la sequnda mitad del siglo XX eran inalcanzables.
Ademas, los avances en la metodologia de analisis espectroscépico y cromatografico, asi
como la apariciéon de la resonancia magnética nuclear y la espectrometria de masas, nos
han permitido bajar a umbrales minimos las cantidades de muestra necesaria para elucidar
la estructura del compuesto estudiado, asi como para realizar ensayos farmacoldgicos en
profundidad (Scheuer, 1999).

2. Metodologia en prospecciéon farmacolégica

La busqueda de nuevas moléculas de interés farmacoldégico puede abordarse desde tres
enfoques metodoldgicos bien diferenciados (Harvey, 1999): el tradicional, el empirico y el
molecular.

El método tradicional o de ensayo-error se fundamenta en utilizar todo el saber acumulado
por diferentes culturas a lo largo del tiempo, en la elaboraciéon de remedios naturales con
propiedades curativas. Asi por ejemplo, podemos atribuir a este procedimiento metodoldgico
el descubrimiento de la morfina y la codeina, ambas con efecto sedante, obtenidas de Ia
amapola (Papaver rhoeas), la digitoxina empleada para problemas cardiacos, obtenida de
la Digitalis latana, la quinina, que se extrae de la corteza del arbol Cinchona ledgeriana 'y
se emplea contra la malaria, y la reserpina, antihipertensivo que se obtiene de la raiz de
Raulwolfia serpentina, entre otros.

El método empirico se basa en la profunda comprensién del proceso fisioldgico sobre el que
queremos que el principio activo actte, y en la funcién (de inhibicién, bloqueo, etc.) que
pretendemos que cumpla el farmaco candidato en dicho proceso. Los estudios ecoldgicos
sobre el comportamiento de algunas especies y la utilizacién de sustancias producidas por
ellos en su comportamiento vital, pueden ser de gran utilidad en la busqueda de moléculas
con efectos terapéuticos, como ocurre con el veneno que utilizan los caracoles del género
Conus para cazar a sus presas y que dio lugar al aislamiento de la zicotinida y toda la bateria
de conopéptidos. Otros ejemplos ilustrativos podrian ser la d-tubocurarina y otros relajantes
musculares, el propanolol y otros antagonistas de los receptores beta-adrenérgicos, y la
cimetidina y los antagonistas de los receptores H2.



El enfoque molecular, que es el mds extensamente desarrollado en la actualidad, se basa
en la prediccion de una estructura molecular que cumpla los requisitos funcionales que
buscamos para conseguir un determinado efecto a nivel celular. Enfuncién del planteamiento
inicial de busqueda, podemos diferenciar entre la estrategia de simulacién computacional,
la aproximacion genética y el “screening” aleatorio.

3. La variabilidad estructural como arsenal de aplicaciones
terapéuticas

Los metabolitos secundarios producidos por las especies marinas presentan tanta
variahilidad en su estructura molecular como variadas son las condiciones fisico-quimicas
donde habitan dichas especies y heterogénea es la fauna y flora marinas. Muchos de estos
productos candidatos son de pequefio tamafio y pueden ser absorbidos, metabolizados y
excretados de manera analoga a los farmacos. La diversidad en la capacidad farmacoldgica
estd asociada a la capacidad de dichos metabolitos para reconocer productos celulares,
alterar su expresiéon y modular su funcién. Por lo tanto, la identificacién de los patrones
celulares en los que dichos productos naturales marinos intervienen, resulta crucial para
realizar la caracterizacién sobre el mecanismo de accién a nivel molecular. Es por ello que
la construccidn de bibliotecas o bases de datos de hioproductos candidatos organizados en
funcion de la caracterizacion estructural, se nos antoja imprescindible para guiar la bisqueda
hacia la propiedad terapéutica que resulta de interés.

Si atendemos a su estructura molecular, podemos clasificar la gran diversidad de moléculas
de origen marino, con un potencial interésterapéutico, en cuatro grandes grupos: policétidos,
terpenos, compuestos nitrogenados y polisacaridos.

Los policétidos son una gran familia de metabolitos secundarios producidos por bacterias,
hongos, plantas y animales, estructuralmente muy diversos y que presentan variadas
actividades bioldgicas, incluyendo antibidticas, antifungicas, inmunosupresoras, citostaticas,
anticancerigenas, antiparasitarias, anticolesterolémicas, etc. Estos compuestos se sintetizan
en la naturaleza mediante un complejo enzimatico sintetasa funcional, resultando como
polimeros de subunidades acetilo y propionilo, de manera similar a la biosintesis de
acidos grasos. Algunos ejemplos de policétidos ampliamente conocidos son las estatinas,
macrolidos, aflatoxinas y tetraciclinas (Figura 1).



Tetraciclina Aflatoxina B,

Figura 1. Tetraciclina y Aflatoxina B, (policétidos).

Los terpenos e isoprenoides son hidrocarburos complejos derivados del isopreno por
polimerizacion de dos o mas moléculas de éste. Algunos ejemplos son los carotenos vy el
retinol (vitamina A), los tocoferoles (vitamina E), las quinonas (vitamina K), el taxol y los
esteroides (Figura 2).
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Figura 2. Vitamina A (isoprenoide).

Cuando hablamos de compuestos nitrogenados en este contexto, nos referimos
fundamentalmente a péptidos, proteinas, nucledsidos y alcaloides presentes en especies
marinas y con efectos fisioldgicos de interés terapéutico (Figura 3).
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Figura 3. Guanosina (nucledésido).
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El cuarto gran grupo de compuestos quimicos de origen marino al que nos debemos referir
es el de los polisacaridos, y en el caso que nos ocupa, se trata principalmente de elementos



estructurales mas que metabolitos secundarios, de diferentes especies de microorganismos
endosimbiontes a los que se les atribuyen, por lo general, propiedades antiviricas,
antiinflamatorias y de efectos mas o menos diversos (Figura 4).
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Figura 4. Celulosa (polisacarido).

4. El problema de la disponibilidad de materia prima

En contraste con el medio ambiente terrestre, donde las plantas son las fuentes mas prolificas
de productos naturales, en el mar esta posicién de liderazgo la ocupan diferentes invertebrados
como las esponjas, tunicados, briozoos y moluscos, lo que refleja una adaptacion ecoldgica
que hatenido lugar durante la evolucion, permitiendo a estos organismos delicados sobrevivir
y prosperar a pesar de la presion selectiva de peces y otros depredadores (Proksch y Ebel,
1998, Proksch, 1999, Schupp et al., 1999, McClintock y Baker, 2001).

A pesar de que el mar cada vez se postula como una mejor fuente de candidatos a farmacos
ciertamente prometedores, nos encontramos con la dificultad afiadida que supone la
disponibilidad de materia prima. Si bien la riqueza existente en los diferentes habitats
marinos resulta incuestionable, su accesibilidad, sobre todo en los volimenes necesarios
para su explotacion comercial, hacen de la pesca extractiva una estrategia, en muchos
casos, inadecuada.

Una estrategia alternativa seria el cultivo en ambientes controlados de especies de interés,
y en algunos casos se esta acometiendo con éxito, como ocurre con algunas especies
de esponjas y cnidarios (Mendola, 2000, Mutter y Wills, 2000), el caso del tunicado £.
turbinata, fuente natural de la ET 743, que es el principio activo de Yondelis™, asi como con
la Bugula neritina, que es el briozoo del que se extraen las briostatinas (Mendola, 2000).
En cualquier caso, actualmente, la explotacion en piscifactorias de estas especies se antoja
insuficiente ante una posible demanda de grandes cantidades de materia prima requeridas
en la industria farmacéutica.



Una tercera via, muy prometedora, hace referencia a la naturaleza endosimbionte de
muchos de los microorganismos de los que se obtienen estos compuestos (Proksch et
al., 2002). La mayoria de los invertebrados marinos analizados hasta la fecha presentan
microorganismos tales como cianobacterias, microalgas y hongos asociados a ellos, los
denominados endosimbiontes, que coexisten con los huéspedes ocupando espacios intra y
extracelulares (Vacelet y Donadey, 1977, Wilkinson, 1992). En algunos casos pueden llegar
a suponer mas del 40% de la biomasa total del espécimen, como ocurre con la esponja
Aplysina aerophoba.

El andlisis comparado de las moléculas aisladas de muchas esponjas, tunicados y otros
invertebrados marinos, consideradas como metabolitos secundarios producidos por éstos,
muestra grandes similitudes estructurales con compuestos sintetizados por microalgas vy
bacterias, por lo que bien podrian ser dichos microorganismos los verdaderos productores
de estos metabolitos (Proksch et al., 2002). El desarrollo biotecnolégico de procesos de
fermentacion industrial mediante la creacién de microorganismos recombinantes capaces
de sintetizar la molécula en cuestion, bien podria ser la alternativa mas valida y viable para
superar las limitaciones actualmente existentes en cuanto a la disponibilidad de materia
prima de la que obtener el principio activo de interés farmacéutico.

5. Labusqueda de quimioterapicos en el mar

Actualmente existe una amplia bateria de quimioterapicos para tratar de forma individual o
combinada los distintos tipos de tumores. No obstante, incluso en pacientes que comienzan
respondiendo adecuadamente a los tratamientos, es frecuente el desarrollo de resistencia
adquirida conocida, en ultima instancia, como MDR (“Multidrug resistance”), y que esta
fundamentalmente relacionada con los transportadores ABC y con su capacidad para
transportar los citotdxicos a través de la membrana celular. La aparicion de este tipo de
resistencias, asi como la existencia de tumores para los que no existen tratamientos
realmente efectivos, hacen que la oncologia mire dvidamente hacia la potencial despensa
terapéutica que significa la farmacologia marina.

De las mas de 20000 moléculas de origen marino con potencialidad terapéutica descritas
hasta la fecha, unas 150 han evidenciado propiedades citotdxicas frente a células tumorales,
y al menos una docena de ellas estan inmersas en ensayos clinicos para el tratamiento del
cancer (Haefner 2003) (Tabla 1):



Compuesto Organismo Clase Quimica

Agosterol A (AGA-A) Spongia spp. Esterol polihidroxilado
Briostatina 1 Bugula neritina Lactona macrociclica
Citarabina (Ara-C) .
o Cryptotethya crypta C-nucledsidos
Gemcitabina
Ecteinascidina 743 (ET-743) Ecteinascidia turbinata Tetrahidroquinolona (Alcaloide)
Eribulina Halichondria okadai Cetona macrociclica
Sifonelol A
Sifolenona E o ) )
Callyspongia siphonella Triterpenoides
Sifolenol L
Sifonelinol D
N-metil-welwitindolina C Alcaloide

Tabla 1. Bioproductos marinos con capacidad de revertir la multirresistencia a quimioterdpicos en
células tumorales (extraido de Abraham et al. 2012).

Agosterol A (AG-A): El agosterol A es un esterol
polihidroxilado aislado de la esponja marina del
género Spongia spp. (Foto 1) (Aoki et al., 1998),
que inhibe el crecimiento de células tumorales
MDR que sobreexpresan P-gp (ABCB1), mientras
que no presenta citotoxicidad frente a células
parentales KB-3-1. A partir del extracto de la
esponja también se han aislado los analogos
agosterdlicos A,, A,, B, C, C, y D, (Aoki et al,,
1999). El papel evidenciado por el agosterol A es su capacidad mediadora en la desaparicion
de la resistencia de las células MDR a quimioterapicos tales como la vincristina, colchicina,
doxorubicina 'y etopdsido (Aoki et al., 2001).

Foto 1. Spongia spp.

Briostatina 1: Se trata de una lactona macrociclica aislada del briozoo marino Bugula neritina
(Foto 2), con capacidad como agente antitumoral al modular la actividad enzimética de la
protefn kinasa C (PKC) (Pettit, 1991). Existen evidencias de que la actividad transportadora de
la P-gp se incrementa mediante una fosforilacion mediada por PKC (Chambers et al., 1990).

La briostatina 1 revierte la resistencia a la vinblastina y a la colchicina en lineas celulares
tumorales Hela-MDR1-V185, es decir, con valina en lugar de glicina en la posicion
aminoacidica 185 de la P-gp (Spitaler et al., 1998).
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Foto 3. Estructura quimica de la Citarabina, extraido de la esponja Cryptotethya crypta

Citarabina (Ara-C) y Gemcitabina: El aislamiento de los C-nucledsidos de la esponja
Cryptotethya crypta (Foto 3) hace 60 afios (Bergmanny Feeney, 1951), proporciond las bases
para la sintesis de |a citarabina, el primer antineoplasico de origen marino desarrollado para
uso clinico en pacientes con leucemia y linfoma. Mas recientemente, el derivado fluorado
de la citarabina, la gemcitabina, ha mostrado una gran actividad en pacientes con tumores
sélidos como el cancer de pancreas, de mama, de vejiga y de pulmén (Schwartsmann, 1999).

La citarabina afecta sélo a las células durante la fase S de la division celular. En el interior
de la célula, la citarabina (ara-C) es convertida en citarabina 5 "-trifosfato (ara-CTP), que es
el metabolito activo. EI mecanismo de accién no se comprende totalmente, pero parece
ser que ara-CTP actia fundamentalmente a través de la inhibicidn de la sintesis de ADN. La
incorporacién de ese analogo nucledsido al ADN y ARN es lo que le confiere la capacidad
citotdxica.

Por otra parte, la gemcitabina, se metaboliza intracelularmente a dos nucleésidos, ambos
con actividad citotdxica por inhibicién de la sintesis de ADN, lo que parece inducir la muerte
celular o apoptosis.
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Foto 4. Estructura quimica de la Trabectidina, extraido de la ascidia Ecteinascidia turbinata
Ecteinascidin 743 (ET-743) o Trabectidina: Llas ecteinascidinas son alcaloides
tetrahidroquinolonas purificadas a partir del extracto acuoso del tunicado Ecteinascidia
turbinata (Foto 4) con una potente actividad anticancerigena (Rinehart et al., 1990, Wright
et al., 1990), de entre las que destaca ET-743 como su principal metabolito. El fundamento
de su capacidad citotdxica radica en interferir en los mecanismos de reparacion del ADN
durante Ia transcripcion debido a que se une selectivamente a la guanina provocando una
deformacién de la hélice de ADN, alterando el ciclo celular y dando lugar a la apoptosis o

muerte de las células tumorales (Newman y Cragg, 2004).

En general, la mejor respuesta a ET-743 obtenida en los ensayos de fase I se ha encontrado en
pacientes contumores avanzados de mama, ovario y mesenquimaticos, tratados previamente
con platino y taxanos (Amador et al., 2003). En los ensayos de fase II, los mejores resultados
se han obtenido en sarcoma de tejidos blandos y cancer de mamay ovario, habiendo recibido
el estatus de farmaco huérfano para sarcoma de tejidos blandos en USA y para cancer de
ovario recurrente tanto en USA como en europa (Carter y Keam, 2007).

Eribulina: Los microtibulos, formados por la polimerizacidn de Ia proteina celular tubulina,
juegan un papel fundamental en el proceso de division celular, por lo que, interferir en la
funcién de esta proteina, es una estrategia anticancerigena para provocar la muerte celular
por apoptosis (Kingston, 2009).

El mesilato de eribulina es un inhibidor de la formacién de microtibulos desarrollado a partir
de la Halichondrina A, que se obtiene de la esponja Halichondria okadai (Hirata y Ohya, 1986)
y del género Axinella spp. (Foto 5) (Pettit et al., 19971). La Halichondrina A ha demostrado su
capacidad para inhibir el crecimiento de la tubulina sin tener efecto sobre el acortamiento
de los microttbulos (Bai et al., 1991), y también secuestra la tubulina para formar agregados
no funcionales (Jordan et al., 2005).
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Foto 5. Estructura quimica de la Eribulina, extraido de la esponja Halichondria okadai.

Triterpenoides sifoldnicos: Aislados de
la esponja del mar rojo Callyspongia
siphonella (Foto 6). Se trata de una
clase de terpenoides con un sistema
perhidrobenzoxepina (anillos Ay B) unido
a un [5,3,0]biciclodecano unidos por un
puente de etileno (Shi et al., 2007). De
los mas de 30 terpenoides aislados de
esta esponja, los cuatro mas importantes

son sifolenol A, sifolenona E, sifolenol Ly

) ] . Foto 6. Esponja Callyspongia siphonella.
sifolenilol D (Jain et al., 2007, 2009).

El sifolenol A revierte la capacidad de

multirresistencia a drogas mediada por P-gp de células tumorales KB-C2 y KB-V1 MDR,
incrementando la citotoxidad de quimioterapicos como la colchicina, vinblastina y paclitaxel
(Shi et al., 2007). Esto convierte a los triterpenoides sifoldnicos como una nueva clase de
moléculas con capacidad para revertir la multirresistencia a drogas, candidatos para terapias
anticancerigenas combinadas.

Welwitindolinonas: Se trata de una familia de alcaloides aislados de la cianobacteria
Hapalosiphon welwitschii, con capacidad para revertir la multirresistencia a quimioterapicos
mediada por P-gp (Smith et al., 1995).

De los tres derivados conocidos, parece ser el isotiocianato de N-metilwelwitindolinona C,
el mas potente de los moduladores de la actividad de P-gp por su capacidad para provocar
la acumulacién de vinblastina, paclitaxel y azidopina en células tumorales multirresistentes
(Smith et al., 1995).



6. Antimicrobianos de origen marino

Debido alagrandiversidad de especies existentes en el mar, y a la variabilidad de condiciones
fisico-quimicas que nos encontramos, es facil prever que, a lo largo de la evolucidn, se han
debido originar multitud de sustancias antiinfecciosas que prevengan frente a ataques
bacterianos y viricos. La mayoria de estas moléculas antimicrobianas son pequefos péptidos
codificados por un Unico gen que se suelen denominar AMPs (“antimicrobial peptides”)
(Brahmachary et al., 2004, Wang y Wang, 2004, Thomas et al., 2010):

Péptidos lineales o-helicoidales: Se trata de estructuras lineales pequefas con segregacion
espacial de los residuos hidrofébicos e hidrofilicos que adoptan una conformacién alfa-
helicoidal cuando interactian con membranas bacterianas.

Categorias de AMPs Familia (Organismo) Actividad
Péptidos lineales alfa-helicoidales Clavaninas (ascidia) Gram+, Gram-, Fungicida
Dicintaurina (ascidia) Gram+, Gram-, Hemolitica
Halocintina (ascidia) Gram+, Gram-
Papilosina (ascidia) Gram+, Gram-
Piscidinas (pez) Gram+, Gram-, Fungicida, Hemolitica
Stielinas (ascidia) Gram+, Gram-, Fungicida
Péptidos ricos en cisteina Catelicidinas (pez) Gram+, Gram-
LEAPs (pez) Gram-, Fungicida
Taquiplesinas (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida
Polifemusinas (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida
Aurelina (medusa) Gram+, Gram-
Defensinas (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida
Peneidinas (gamba) Gram+, Gram-, Fungicida, Unién a quitina
Strongilocinas (erizo de mar) Gram+, Gram-
Taquistatina (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida, Hemolitica, Unién a quitina
Defensinas (molusco) Gram+, Gram-, Fungicida
LEAPs (pez) Gram-, Fungicida
Miticinas (molusco) Gram+, Gram-, Fungicida
Mitilinas (molusco) Gram+, Gram-, Fungicida
Crustinas (cangrejo) Gram+
Taquicina (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida, Unién a quitina
Péptidos catidnicos, enriquecidos Arasina-1 (cangrejo) Gram+, Gram-
en aminoacidos Bac-like (cangrejo) Gram+, Gram-
Cg-prp (ostra) Sinergia con defensina
Hiastatina (cangrejo) Gram+, Gram-, Fungicida, Unién a quitina
Peneidinas (gamba) Gram+, Gram-, Unién a quitina
Miscelanea Arenicina (poliqueto) Gram+, Gram-, Fungicida
Hedistina (poliqueto) Gram+, Gram-
Perinerina (poliqueto) Gram+, Gram-, Fungicida

Tabla 2. Distribuciéon de familias de péptidos en categorias estructurales (extraido de Smith et al. 2010)



Sibien este tipo de AMPs son muy frecuentes en la naturaleza terrestre, en animales marinos
se encuentran fundamentalmente en ascidias (tunicados) y peces.

Los péptidos alfa-helicoidales de ascidias incluyen las clavaninas y las stielinas (Tabla
2), ambos tipos de moléculas aisladas de la Styela clava (Lee et al., 1997a,b). Las cuatro
clavaninas descritas hasta la fecha poseen una actividad antimicrobiana de amplio espectro,
inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram-negativas (Escherichia coli) y Gram-positivas
(Listeria monocytogenes), asi como del hongo Candida albicans (Lee et al., 1997). De las
cinco stielinas actualmente conocidas, dos se purificaron directamente de Styela clava y las
otras tres fueron identificadas mediante metodologias moleculares (Zhao et al., 1997).

La primera familia de AMPs alfa-helicoidales aislada de un pez fue la de las pardaxinas,
aisladas del Pardachirus marmoratus, y se les atribuyeron propiedades citotdxicas (Lazarovici
etal., 1986, Thompson et al., 1986), como toxinas con propiedades antipredatorias, pero mas
adelante se evidencié su capacidad antimicrobiana tanto Gram-positiva como Gram-negativa
(Orenetal., 1996). Otras familias de péptidos alfa-helicoidales con capacidad antimicrobiana
son las pleurocidinas, aisladas de Pleuronectes americanus (Cole et al., 1997), y las piscidinas,
obtenidas del hibrido entre M. Saxatilis y M. chrysops (Noga y Silphaduang, 2003) y cuya
actividad microbiocida parece atribuirse a su capacidad de formar poros de membrana.

Péptidos ricos en cisteina: Presentes en moluscos bivalvos, crustaceos decapodos y peces.
El grupo mas representativo de AMPs ricos en cisteina son las defensinas, con laminas
beta caracteristicas y seis cisteinas que forman tres uniones disulfito (Ganz, 2003). Las
taquiplesinas, polifemusinas, taquistatinas, defensina y taquicitina se aislaron de los
cangrejos Tachypleus tridentatus y Limulus polyphemus (lwanaga, 2002). El mecanismo
de accion de las taquiplesinas consiste en unirse a los lipopolisacaridos de la membrana
bacteriana interna y alterar la permeabilidad del potasio (Katsu et al., 1993).

De los mejillones Mytilus edulis y Mytilus galloprovincialis se han extraido diversos AMPs ricos
en cisteina como las defensinas, miticinas, mitilinas y mitimicina, que son principalmente
activos como bacterias Grsm-positivas (Li et al., 2009, Romestand et al., 2003).

Los AMPs ricos en cisteina obtenidos de peces teledsteos se agrupan en tres familias:
catelicidinas, defensinas y LEAPs (péptidos antimicrobianos expresados en higado) (Smith
y Fernandes, 2009).

Péptidos catidnicos, enriquecidos en aminodcidos: Entre los que podemos incluir el péptido
“Bac-like” rico en prolina aislado del cangrejo Carcinus maenas (Schnapp et al., 1996) y



la secuencia parcial rica en prolina de la calinectina del cangrejo azul Callinectes sapidus
(Khoo et al., 1999). Del cangrejo arafia Hyas arenaeus se ha aislado la aracina y la hiastatina
(Stensvag et al., 2008).

Otros antimicrobianos no convencionales: Ademas de los antimicrobianos convencionales,
existe una gran variedad de factores producidos por organismos eucariotas que no se
clasifican habitualmente como moléculas de relevancia inmune pero que han demostrado
tener una potente actividad antimicrobiana. En este grupo podemos encontrar fragmentos
de la histona H2A de algunos peces con una demostrada capacidad antimicrobiana, como
la parasina-1 aislada del pez gato Parasilurus asetu (Park et al., 1998), la hipposina del
Hippoglossus hippoglossus (Birkemo et al., 2003), y también fragmentos de H2A de la vieria
Chlamys farreri (Li et al., 2007) y de la almeja Litopenaeus vannamei (Patat et al., 2004).

Otras moléculas con actividad antimicrobiana aisladas de organismos marinos son acidos
grasos libre, oxilipinas, pigmentos, toxinas formadoras de poros, neuropéptidos, lectinasy
moléculas de unién.

7. Compuestos marinos con actividad anti-inflamatoria

Las estrategias para aliviar y contrarrestar la inflamacion juegan un papel fundamental en
el tratamiento de diversas enfermedades como pueden ser Ia artritis reumatoide, diabetes,
enfermedades cardiacas, alergias, asma, Alzheimer, Parkinson e incluso cancer. Productos
tales como los aceites n-3, carotenoides, vitaminas, minerales y péptidos han demostrado
una amplia variedad de ventajas para la salud como son sus propiedades cardio-saludables,
anticancerigenas y anti-inflamatorias.

Los aceites de pescado y algunas bacterias marinas son reconocidas fuentes de acidos
grasos omega-3, de gran importancia en el tratamiento del dolor articular en la
artritis (Suput, 2009, Blunt et al., 2012), las algas y crustaceos proporcionan potentes
antioxidantes, como carotenoides y compuestos fendlicos (Jean et al., 2008). De este
modo, contamos en la actualidad con una bateria de nuevas moléculas de origen marino
con propiedades anti-inflamatorias, como inhibidores de la COX (pacifenol, epitaondiol,
stipotriol), esteroides marinos (contignasterol, xestobergesterol, clatriol B), moléculas que
interfieren con NF-kB (cicloprodigiosina, himenialdisina, cicloanfilectenos), macrélidos,
péptidos (ciclomarinas, salinamidas, halipeptinas), otros metabolitos (scitonemina,
petrocortina) y muchos agentes antioxidantes, fenoles y carotenoides marinos, como la
astaxantina y la fucoxantina (Tabla 3).



Clase Farmacolégica Compuesto Clase Quimica Organismo

Inhibidores COX Pacifenol Terpenoides Laurencia claviformis
Epitaondiol Terpenoides Stypopodium flabelliforme
Stypotriol Terpenoides Stypopodium flabelliforme
Esteroides Contignasterol Esteroides Petrosia contignata
Xestobergsterol Esteroides Xestospongia bergquisita
Clatrioles Esteroides Clathria lissosclera
Moduladores de NF-kB Cicloprodigiosina Carotenoides Pseudoalteromonas denitrificans
Himenialdisina Alcaloides Acanthella aurantica
Macrélidos Aplisiatoxinas Macrélidos Stylocheilus longicauda
Loboforinas Macrélidos Lobophora variegata
Latrunculinas Macrélidos Latrunculia magnifica
Aplironinas Macrélidos Aplysia kurodai
Dolastatinas Macroélidos Dollabella auricularia
Scitoficinas Macrélidos Scytonema pseudohofmanni
Sfinxolidas Macrélidos Neosiphonia superstes
Péptidos Ciclomarinas Péptidos Streptomyces spp.
Salinamidas Péptidos Streptomyces spp.
Halipeptinas Péptidos Haliclona spp.
Otros metabolitos Petrocortinas Poliacetilos Petrosia spp.
Scitonemina Alcaloides Cyanobacteria spp.
Antioxidantes Astaxantina Carotenoides Haematococcus pluvialis
Fucoxantina Carotenoides Undaria pinnatifida

Tabla 3. Bioproductos marinos con capacidad anti-inflamatoria y antioxidante (extraido de D'Orazio
etal 2012)

8. Las conotoxinas y su potencial terapéutico sobre el SNC

Los venenos desarrollados por depredadores han sido histéricamente de gran interés en
farmacologia y medicina por la capacidad terapéutica de muchas de estas toxinas. Los
caracoles marinos del género Conus, con mas de 500 especies conocidas, presentan una
bateria de casi 200 péptidos téxicos conocidos como conotoxinas (Olivera et al., 1990,
Terlau y Olivera, 2004).

La mayoria de las conotoxinas conocidas hasta lafecha se unen a receptores y canales iénicos
asociados con tejido muscular y nervioso: receptores serotoninérgicos tipo 3 (England et



al. 1998) , de N-metil-D-aspartato (Jimenez et al., 2002, Haack et al., 1990, McIntosh et
al., 1984, White et al., 2000), nicotinicos (Myers et al., 1991), alfa-adrenérgicos (Sharpe et
al., 2003), de neurotensina (Craig et al., 1999), de vasopresina (Cruz et al., 1987), canales
idnicos de calcio, sodioy potasio (Mclntosh et al., 1995, Cruz et al., 1989, Olivera et al., 1984,
McCleskey et al., 1987, Shon et al., 1998, Craig et al., 1998), asi como al transportador de
norepinefrina (Sharpe et al., 2003) (Tabla 4).

Compuesto Secuencia aminoacidica Especie
MVIIA (Prialt®) CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC Conus magus
CVID (AM336) CKSKGAKCSKLMYDCCSGSCSGTVGRC Conus catus
Contulaquina-G (CGX-1160) ZSEEGGSNATKKPYIL Conus geographus
MrlA (Xen-2174) NGVCCGYKLCHOC Conus marmoreus
Conatoquina-G (CGX-1007) GEXXLQXNQXLIRXKSN Conus geographus
Vc1.1 (ACV-1) GCCSDPRCNYDHPEIC Conus victoriae
MrVIB (CGX-1002) ACSKKWEYCIVPILGFVYCCPGLICGPFVCV Conus marmoreus

Tabla 4. Secuencias aminoacidicas de conopéptidos analgésicos (extraido de Layer y McIntosh 2006)

Laselectividad farmacoldgica de las conotoxinas, unida a la sequridad y eficacia demostradas
en modelos preclinicos de analgesia (Basbaum y Jessell, 2000), desérdenes convulsivos
(White et al., 2000, Armstrong et al., 1998), ictus (Miljanich, 2004, Lees, 1997, Dawson et
al., 2001), bloqueo neuromuscular (McIntosh et al., 1999, Groebe et al., 1995, 1997, Hann et
al. 1994, 1997) y cardioproteccion (Shon et al., 1998, Terlau et al., 1996, 1999), los convierte
en moléculas de gran interés por parte de la industria farmacéutica.

9. Fucoxantina y sindrome metabdlico

La fucoxantina es un caracteristico carotenoide presente en diversas algas pardas como el
wakame (Undaria pinnatifida), hijiki (Hijikia fusiformis), ma-kombu (Laminaria japonica) y el
sargazo (Sargassum fulvellum). Pertenece al grupo de los carotenoides no precursores de
vitamina A, donde encontramos los xantéfilos, como la fucoxantina, y los carotenos, con
propiedades antioxidantes reconocidas (Hu et al., 2011, Kuipers et al., 2011).

Como otros carotenoides, la fucoxantina es un potente antioxidante que protege a las células
de los radicales libres (Sachindra et al., 2007, Yan et al., 1999). Una dieta rica en fucoxantina
ayuda a reducir la acumulacién de grasa corporal y a modular los niveles de glucosa e insulina



en sangre, mediante la regulacion de la secrecién de citoquinas en el tejido adiposo blanco
(Okada et al., 2071, Dalgard y Pedersen, 2001, Maeda et al., 2007, 2009).

La fucoxantina se ha demostrado sequra y sin efectos secundarios en modelos animales, con
probados beneficios para la salud, como la mejora en la salud cardiovascular, reduccion de
la inflamacidn, requlacién de los niveles de colesterol y triglicéridos, capacidad de regulacion
de la presion arterial y mejora en la funcién renal (Tsukui et al., 2007), ademas de tener
efectos demostrados como agente quelante de metales pesados y toxinas (Perugini et al.,
2006, Zaccaroni et al., 2006). Estos hallazgos postulan a esta alga parda como un excelente
alimento funcional para combatir la obesidad y la diabetes (Woo et al., 2009).
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Resumen

Dentro del contexto del proyecto MARMED, del que se da cuenta en el inicio de este capitulo,
se hizo un estudio de aquellas empresas europeas, prioritariamente de aquellas emplazadas
en el llamado Arco Atlantico (Portugal, Irlanda, Francia, Reino Unido y Espafa), en cuya
actividad, bien parcial o totalmente, se utilizaran como fuente de materia prima organismos
marinos y subproductos procedentes de la actividad pesquera. La finalidad de este trabajo
era la de hacer una aproximacion, lo mas rigurosa y exhaustiva posible, al segmento
industrial que, a través de desarrollos biomédicos, logra valorizar esas materias primas
mencionadas. Se consideran como vias de valorizacién afines a esta linea las relacionadas
con los productos nutracéuticos y alimentos funcionales, los biomateriales y la identificacion
de biomoléculas activas.

Son muchas las empresas que pueden encontrarse que, en su concepcion mas amplia,
trabajan en este ambito, pero son mucho mas escasas, y dificiles de identificar, aquellas que,
al menos en parte, sacan provecho de fuentes marinas. Por laamplitud del trabajoy el nimero
de fuentes consultadas, sin duda alguna los resultados del mismo son dtiles y significativos
de este sector de actividad. No obstante, hay que tener presentes dos hechos que hacen que
deban de considerarse con las convenientes cautelas: por un lado, se trata de un colectivo
de empresas muy cambiante en donde, de manera continuada, se crean otras nuevas,
desaparecen parte de las existentes, se dan fusiones y se amplian o reconducen las lineas de
investigacion, lo que hace que el escenario flucttie constantemente y, en consecuencia, los
datos aqui aportados puedan verse alterados en el tiempo. En segundo término, el alcance
de estas indagaciones se circunscribid de inicio a aquellas empresas localizadas en el ambito
de actuacion del proyecto MARMED. Si bien se dio cabida a empresas europeas adicionales



enclavadas en paises ajenos a este ambito geografico, lo fueron en mucho menor nimero.
Es por tanto importante asimilar la informacion generada teniendo siempre presente que
quizas las conclusiones alcanzadas fueran distintas si el alcance fuera otro.

Cinéndonos a los contenidos especificos, se hace una enumeracion de todas aquellas biomo-
|éculas y biocompuestos posibles, se estructura un mapa de la localizacién geografica, se
establece el perfil de las empresas objetivo, se revisan los Biocompuestos y Biomoléculas
producidos por ellas, e, igualmente, son objeto de valoracién los recursos marinos
empleados en cada caso. El capitulo se cierra con una serie de consideraciones sobre este
tejido empresarial.

1. Antecedentes. El proyecto MARMED

El reconocimiento de que los océanos y mas concretamente, los seres que en ellos habitan,
constituyen una fuente muy importante de produccién de moléculas bioactivas, ha llevado a
que en los Ultimos afios el interés por estos ecosistemas haya crecido notablemente.

Los organismos marinos estan dotados de mecanismos biosintéticos Unicos a través de los
cuales fabrican compuestos que les permiten sobrevivir en condiciones extremas a veces
incompatibles con la vida. Los avances en el campo de las ciencias marinas han llevado a
que en los Ultimos afos se hayan descubierto cerca de 20.000 nuevos productos naturales
procedentes de organismos marinos, siendo el reino animal y las bacterias las fuentes
que han aportado mas productos naturales en comparacién con otros grupos como las
plantas y los hongos. Sin embargo, de los productos naturales identificados, muy pocos han
consequido llegar al mercado.

Los recientes avances en campos como la gendmica o la bioinformatica, estan siendo usados
para enfrentarse a los problemas asociados al desarrollo comercial de nuevos productos
marinos. Se estima que el 1,18% de los nuevos compuestos descubiertos llegaron a ensayo
preclinico, el 0,36% a ensayo clinico y sélo el 0,02% se comercializd. Varias de las moléculas
marinas que se encuentran en fase de ensayo clinico estan destinadas a la bisqueda de
tratamientos del cancer, infecciones, enfermedad de Alzheimer y asma. El nimero de
nuevos productos marinos que podrian encontrarse todavia, oscila entre 253.120y 594.232.
Entre los productos de origen marino descubiertos se encuentran aquellos con aplicaciones
farmacéuticas como antibidticos, sustancias antiinflamatorias y antitumorales; cosméticos,
productos de uso agricola, enzimas industriales, complementos alimenticios, biomateriales
para implantes o reactivos para investigacion molecular entre muchos otros.



Sin embargo, mientras un considerable esfuerzo cientifico, econémico y tecnoldgico se destina
al descubrimiento y aprovechamiento de recursos marinos, otra parte importante de éstos
no esta siendo tratada de manera sostenible, produciéndose el descarte de subproductos
y residuos con un elevado potencial de valorizacion, tales como espinas de pescado,
exoesqueletos de crustaceos, endoesqueletos de moluscos, y algas, entre otros. EI 50%
de la produccién pesquera mundial proviene de las capturas efectuadas por las diferentes
flotas, siendo a su vez el 70% de la produccion mundial destinado al procesado previo a su
consumo. Como resultado de esto, cada afio una cantidad considerable de la captura total se
descarta en forma de residuos incluyendo aletas, cabezas, piel y visceras. Ademas del propio
procesado del pescado a bordo, otras plantas de procesado producen una gran cantidad de
subproductos como conchas de crustaceos, pieles y endoesqueletos de moluscos. A partir de
estos subproductos pueden obtenerse moléculas de gran interés como el colageno, quitina
0 quitosano y polisacaridos, que tienen un interés potencial en diferentes campos como Ia
nutracéutica, biomedicina o farmacia, y que no estan siendo aprovechados.

En este sentido, la bhiotecnologia brinda la oportunidad de aprovechar el potencial que
ofrecen los ecosistemas marinos y sus recursos aportando conocimiento y metodologias
para una explotacién sostenible y uso de la biodiversidad marina. La biotecnologia
marina, que involucra a los biorecursos marinos, ya sea como fuente o como objetivo de
las aplicaciones biotecnoldgicas, se estd convirtiendo en un importante componente del
sector biotecnoldgico a nivel global. Este aspecto ha conllevado al afloramiento de nuevas
empresas hiotecnoldgicas que apuestan por el aprovechamiento de los recursos marinos
como fuente de nuevas moléculas dirigidas a mercados potenciales como el farmacéutico,
cosmético, suplementos nutricionales, agroquimicos, pruebas moleculares, enzimas,
quimica fina, proteinas y biofuels. Muchas de estas empresas estan localizadas en paises del
arco Atlantico como Portugal, Francia, Espafia, Reino Unido o Irlanda.

En Portugal, el proceso de desarrollo de la biotecnologia tuvo sus inicios en el afio 1989,
con la creacion de la primera organizacion de investigacion especializada en biotecnologia.
Se trata de una investigacion que se da de manera generalizada a lo largo de todo el pafs,
donde ya se han constituido diferentes agrupaciones de unidades cientificas de investigacion
aplicada y empresas especializadas, entre las cuales se cuenta con un parque tecnoldgico
e institutos integrados de investigacién multidisciplinar, reconocidos a nivel europeo. Las
areas tecnoldgicas con un desarrollo significativo incluyen las ciencias de la vida (enferme-
dades genéticas, enfermedades infecciosas e inmunologia, neurociencias, estrés y biologia
estructural), los biomateriales, los materiales biodegradables y hiomiméticos. En el afio 1999



se fundd la APBIO (Asociacion Portuguesa de Bioindustrias) que actualmente cuenta entre
sus asociados con un total de 38 empresas y diversos centros de investigacion e incubacion.
A pesar de que Portugal tiene en el mar una de sus mayores ventajas competitivas, de las
empresas pertenecientes a APBIO, tan solo una de ellas estaria aprovechando recursos de
origen marino para desarrollar su actividad.

En lo que se refiere a nuestro pais, el sector de la biotecnologia ha crecido de forma
espectacular, contando en el afio 2009, con cerca de 700 compaiias. Espafia cuenta con
una larga tradicion de excelencia cientifica, especialmente en el campo de las ciencias
de Ia vida, siendo muchas las comunidades auténomas que se dedican al desarrollo
biotecnoldgico. En la Ultima década Espafia ha orientado su investigacion hacia el
desarrollo de compafias y productos enfocados al consumidor. Casi la mitad de las nuevas
empresas bhiotecnoldgicas emergentes espafiolas tienen sus oficinas centrales en el area
de Madrid, donde compaiiias farmacéuticas como GlaxoSmithKline, Pfizer y Bristol-Meyers
Squibb, por mencionar sélo algunas, han establecido centros de investigacién. El ejemplo
por excelencia de empresa hiotecnolégica marina es PharmaMar. La compafia, fundada
en 1986, ha construido el mayor banco privado del mundo de muestras de origen marino
para la investigaciéon de nuevos farmacos en la lucha contra el cancer. Los cientificos de la
compafiia, en colaboracién con instituciones de investigacion y gobiernos locales, realizan
regularmente expediciones de buceo en zonas de gran riqueza bioldgica, obteniendo
abundantes muestras de la vida submarina. Pero ademads de esta empresa, otras como
la gallega Ebiotec orientan su actividad a la investigacion y desarrollo de nutracéuticos
innovadores y servicios de alta tecnologia aplicados a la salud y alimentacion humana
empleando para ello recursos de origen marino.

EnFrancia, la situacion es muy distinta a la de Portugal. El sector de las biotecnologias marinas
constituye un vivero de pequefias y medianas empresas innovadoras. Las biotecnologias
marinas sirven de nexo entre la investigacion y la utilizacion de biorecursos marinos tales
como microorganismos, invertebrados, subproductos de la pesca o macroalgas. De ahf que
se hayan establecido tres ejes de competitividad especializados en las tematicas marinas:
Pdle Mer Bretagne, PACA y Aquimer, asi como la estructuracion de una filial en Nantes
denominada Blue Cluster.

En Reino Unido la mayor parte de las empresas cuyo ambito de actividad esta enfocado
a las ciencias y tecnologias marinas, experimentd un aumento en los dos dltimos afios.
Son numerosas las instituciones publicas y privadas tales como universidades, centros de



investigacidn, asociaciones o empresas, que centran su actividad en las ciencias marinas.
Asi, el Centro Europeo para la Biotecnologia Marina (ECMB) actla como incubador de
empresas para generar nuevas compaiias de biotecnologia marina emergentes en el
Reino Unido. Se trata de un cluster en crecimiento que promueve la actividad y creacion
de redes internacionales de hiotecnologia marina constituyendo el primer ente del Reino
Unido para la promocion del crecimiento innovador de este sector emergente. El Centro
se ha beneficiado de un gran apoyo empresarial y de clientes potenciales, los cuales han
establecido un didlogo abierto con las empresas.

Por ultimo, Irlanda cuenta con una estrategia denominada Marine Biotechnology Ireland que
refleja el sistema de innovacidn nacional. Se trata de un programa que conecta instituciones
del sector publicoy privado como un catalizador para el crecimiento econdémico. El programa
contribuye al desarrollo y difusion de nuevas biotecnologias marinas relacionadas con
objetivos comerciales. Las instituciones de investigacion colaboradoras, trabajan dentro
de un proceso definido para aprovechar los organismos marinos como fuente de nuevos
materiales con aplicaciones en los campos de la produccién industrial, salud y alimentacién.
Un amplio rango de disciplinas pertenecientes a las areas de las ciencias de la vida y
biologia marina, contribuyen a la recoleccion y seleccién de organismos y comercializacion
de los resultados de investigacion para crear nuevos procesos y bioproductos. Las areas de
investigacidn principales ligadas a la biotecnologia marina incluyen la alimentacion, ciencias
de lavida, ciencias marinas, dispositivos médicos, diagndstico y farmacos. Desde el 2007, los
investigadores irlandeses han recibido cerca de 30 millones de euros de financiacion europea
para investigacion en ciencias marinas, de los cuales, el 10% irfa destinado al ambito de la
biotecnologia marina.

MARMED es el acronimo del proyecto: “Development of innovating biomedical products
from marine resources valorisation”, enmarcado dentro de la modalidad Interreg IV-B Arco
Atlantico que nace de una llamada comun realizada por los socios de los estados miembros
implicados en la idea de alcanzar una mejor explotacién y uso de los recursos naturales. Este
proyecto unifica diferentes regiones, con una fuerte tradicién en las actividades relacionadas
con el medio ambiente, de paises del arco Atlantico como Portugal, Espafia, Francia, Reino
Unido e Irlanda. Un total de 10 grupos de investigacion procedentes de estos 5 paises
constituyen el consorcio del proyecto.

El proyecto MARMED tiene como cometido la explotacion sostenible de los recursos
naturales a través, no sélo del mejor aprovechamiento de las materias primas entre



ellas descartes y subproductos, sino también mediante la optimizacién de procesos
de valorizacion que permitan obtener productos de alto valor para aplicaciones de los
siguientes sectores: nutracéutico, farmacéutico y biomédico. Mas concretamente, MARMED
pretende aprovechar los residuos marinos y acuicolas a través de su explotacion e inclusion
en un proceso de valorizacion con el fin de aislary purificar biomoléculas y biopolimeros con
potencial aplicacion biomédica, asi como desarrollar materiales naturales orientados a los
tres ambitos de interés citados anteriormente. Este proyecto sigue la senda marcada por los
proyectos europeos de cooperacion BIOTECMAR e IBEROMARE, con objetivos similares. Tanto
es asi, que las actividades de MARMED pretenden aprovechar los resultados generados por
esos dos proyectos para seguir avanzando, en particular, en el ambito biomédico.

2. Contexto geografico y sectorial del estudio

2.1. Contexto geografico

El Centro Tecnoldgico del Mar-Fundacién CETMAR como socio implicado en el proyecto
MARMED, ha preparado el terreno para llevar a cabo una colaboracién directa con el
sector industrial asi como evaluar el mercado potencial de las aplicaciones nutracéuticas,
farmacéuticas y biomédicas que se han desarrollado y/o estudiado en el marco del presente
proyecto. Con este fin se ha procedido a identificar y describir el perfil de empresas objetivo
situadas en paises del arco Atlantico, con especial interés en aquellas compafiias localizadas
en la Peninsula Ibérica. Dado el interés de los datos obtenidos y la ausencia de informacién
existente en materia de empresas que se dedican al aprovechamiento de organismos
0 recursos marinos con fines farmacéuticos, biomédicos o nutracéuticos en nuestro pais,
parecio interesante extender la busqueda a otros paises del continente europeo, abarcando
al final un total de 15 .

Tras una busqueda detallada de empresas cuyo dambito de actividad estuviese enmarcado en
alguno de los sectores de interés ya mencionados, el nimero total de empresas localizadas
asciende a 164. Dichas entidades estarian repartidas tal y como se visualiza en el siguiente
mapa (figura 1).

El mayor porcentaje de empresas identificadas correspondié a nuestro pafs, con un 23%.
En segundo lugar y con un 20% se localizaron empresas en Francia, y en tercer lugar con
un 13% empresas en Noruega. Ademas de estos tres paises, se identificaron empresas en
Portugal, Italia, Austria, Polonia, Rusia, Suecia, Dinamarca, Alemania, Holanda, Bélgica,
Reino Unido e Irlanda.
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Figura 1. Localizacién geografica de las empresas identificadas

2.2. Contexto sectorial

Para poder caracterizar la actividad empresarial de las compafiias identificadas y enmarcarla
en uno u otro ambito de actividad es necesario definir cada uno de los sectores objetivo de
este estudio de manera concreta.

a. Sector nutracéutico

Desde hace algunos afos existe un creciente interés por promover el papel saludable de
ciertos alimentos. En este sentido, muchos grupos de investigacion vienen centrando sus
esfuerzos en identificar componentes bioactivos y funcionales a partir de fuentes naturales
incluyendo plantas, animales, microorganismos y organismos marinos lo que ha dado
lugar a la aparicién de dos nuevos grupos de productos: los alimentos funcionales y los
nutracéuticos; los cuales han sido introducidos en el mercado y algunos de ellos ya se estan
produciendo a gran escala.

Los alimentos funcionales son alimentos enriquecidos con componentes o ingredientes
funcionalesy que ofrecen beneficios médicos y fisiolégicos mas alla de su valor nutricional.



El término nutracéutico fue acufiado por el Dr. Stephen De Felice, presidente de la Fundacion
para la Innovacién en Medicina, en el afio 1989. Dicho término procede de las palabras
“nutricion” y “farmacéutica” y se refiere a un alimento o parte de un alimento que
proporciona beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencién y/o el tratamiento
de enfermedades. Dicho de otra manera, los nutracéuticos son la interseccion entre la
nutricion y el cuidado de la salud. Se trata de productos de origen natural con propiedades
bioldgicas activas, saludables y con capacidad preventiva y/o terapéutica definida que
incluyen tanto a los complementos nutricionales como a los alimentos funcionales. Son
numerosos los compuestos que se han identificado, extraido y seleccionado a partir de
algas, peces y diversos invertebrados marinos. Asi es el caso de aceites de pescado o algas,
fosfolipidos, complementos nutricionales a base de microalgas, proteinas y péptidos de
pescado, colageno, oligosacaridos de quitina y muchos otros, todos ellos compuestos que
presentan diversas propiedades.

El mercado tanto a nivel comercial como cientifico que ocupan los nutracéuticos y alimentos
funcionales de origen marino es bastante amplio, destacando aquellos orientados a la
nutricién infantil, malnutricién como consecuencia de la edad, enfermos de diferentes tipos
de cancer, Parkinson, Alzheimer, enfermedades cardiovasculares, salud de la mujer, control
de peso, salud de las articulaciones y problemas asociados a la glucosa entre otros.

En cuanto al formato de presentaciéon de estos productos, éste es muy variable existiendo
varias modalidades. A efectos de este capitulo, y con el fin de delimitar el ambito de estudio,
se consideraran Unicamente como nutracéuticos de interés aquellos productos que se
presentan generalmente en forma de pildora, capsula, comprimido o liquido, es decir,
como complementos nutricionales en formatos no alimentarios. Se excluyen por tanto los
alimentos y bebidas convencionales enriguecidos con ingredientes de origen marino.

b. Sector farmacéutico

La biotecnologia marina ofrece un amplio rango de posibilidades para el descubrimiento
de nuevos compuestos con propiedades farmacéuticas, y, el disefio y desarrollo de farma-
cos. Sin embargo, en comparacion con la gran representacion de compuestos bioactivos
de origen terrestre, el nimero de productos de origen marino que se pueden encontrar en
hospitales, clinicas y farmacias es por el momento muy pequefio.

La Farmacia es la ciencia que ensefia a preparary combinar productos naturales o artificiales
como remedio a las enfermedades, o para conservar la salud. Los medicamentos se com-



ponen de dos tipos de materiales: farmacos y excipientes. Los farmacos o principios activos,
son sustancias de origen natural o sintético que tienen alguna actividad farmacoldgica y
que se identifican por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones bioldgicas, reuniendo las
condiciones para ser empleadas como componentes de un medicamento. Por otra parte,
los excipientes son los componentes de un medicamento que no tienen actividad farmacolé-
gica, y cuya funcion es la de facilitar la administracion del farmaco y brindarle estabilidad
fisica, quimica, microbioldgica y bioldgica al mismo. En este capitulo se consideraran tanto
los farmacos como los excipientes o la combinacién de ambos, que tengan su origen en el
medio marino.

A pesar de que histéricamente se ha prestado menos atencién a los productos naturales ma-
rinos, algunos de gran importancia estan presentes en el mercado. En el afio 1950, Werner
Bergmann extrajo nucledsidos a partir de la esponja Cryptothetya crypta de los que se obtu-
vieron compuestos bioactivos para posteriormente sintetizar drogas antivirales y antitumo-
rales. Por ejemplo, la zidovudina (azidotimidina o AZT) fabricada bajo el nombre comercial
de Retrovir® por la compafiia farmacéutica GlaxoSmithKline, fue el primer medicamento au-
torizado para el tratamiento de Ia infeccién por VIH. Otro como la ziconitida, conocida por
su nombre comercial Prialt®, es la forma sintética de un compuesto extraido del veneno de
caracoles cono (Conus spp). Prialt fue aprobado por la FDA a finales de 2004 como tratamien-
to para los casos severos de dolor crénico en pacientes con cancer o SIDA, mientras que en
Europa se autorizd su comercializacién en febrero de 2005. Por otra parte, Giuseppe Brotzu
consiguid aislar cepas bacterianas y fingicas con potencial antibiético. Una de estas cepas, el
hongo Cephalosporium acremonium, mostré una actividad inhibitoria significante cuando se
probd contra un ndmero de cepas bacterianas. Este hallazgo fue el descubrimiento del primer
antibidtico de la familia de las cefalosporinas, de gran importancia en la lucha contra una
amplia gama de infecciones bacterianas. Actualmente hay en proyecto un gran nimero de
compuestos de origen marino con potencial farmacéutico. Muchos de ellos estan auin en fase
de evaluacién preclinica, pero otros estan siendo administrados a los pacientes como parte
de los ensayos clinicos. Cada afio acceden a la etapa preclinica alrededor de un centenar de
nuevos compuestos marinos, manteniendo esta drea farmacéutica muy activa y con posibili-
dades de entrada en el mercado.

¢. Sector biomédico

El aprovechamiento del potencial que ofrece el medio marino y sus recursos no se limita
Unica y exclusivamente al descubrimiento de farmacos. Existen numerosos materiales



derivados del medio marino como los biopolimeros por ejemplo, que estan siendo también
explorados por su importancia y potencial aplicacion biomédica en medicina regenerativa
0 procesos de liberacién de farmacos. Sin embargo, el conocimiento de las oportunidades
que ofrece el medio marino en relacién al aislamiento de biocompuestos y su posterior uso y
aplicacién en el campo biomédico se encuentra todavia en una fase muy poco desarrollada.

La biomedicina aplica todos los principios de las ciencias naturales en la practica clinica
mediante el estudio e investigacion de los procesos fisiopatoldgicos considerando desde las
interacciones moleculares hasta el funcionamiento dinamico del organismo a través de Ias
metodologias aplicadas en la biologia, quimica y fisica. De esta manera permite la creacion
de nuevos farmacos, perfecciona el diagnostico precoz de enfermedades y el tratamiento de
éstas. El mercado de la biomedicina representa una oportunidad para la aplicacién y salida
al mercado de muchas biomoléculas y bioproductos, ademas de contribuir a la explotacion
sostenible de los recursos marinos. En ese sentido, la valorizacion de residuos de origen
marino como por ejemplo aquellos obtenidos del procesado de alimentos, pueden constituir
una interesante plataforma para el desarrollo de nuevas cadenas de valor afadido con
ventajas econdmicas y ambientales.

Algunos de los materiales de origen marino que estan siendo mayormente investigados
por la comunidad cientifica son los polisacaridos, entre los que figuran los alginatos,
quitina y quitosan, agar, carragenatos, glucosaminoglucanos, etc. Las industrias médica y
farmacéutica han mostrado un creciente interés por algunos de estos polisacaridos como
los alginatos, debido a la gran utilidad que presentan en aplicaciones especificas como la
mejora la eficiencia de los tratamientos del reflujo esofdgico, creacién de fibras de calcio
para dermatologia y cicatrizacion de heridas, o impresion dental, ofreciendo ventajas en
relacion a los polimeros sintéticos.

En este capitulo se considerara el término biomedicina en su sentido mas amplio con
especial atencién en el campo de la ingenieria hiomédica, que consiste en la aplicacion de
los principios y técnicas de la ingenieria al campo de la medicina. La ingenieria biomédica se
ocupa de los biomateriales, es decir, aquellos materiales implantables intracorporalmente
a los que se les exige que lleven a cabo una funcién adecuada, y no ocasionen ningun
dafo al organismo. Estos materiales tienen que poseer un caracter inerte o tolerable, ser
bioactivos, y sus productos de degradacién no deben originar toxicidad. Los biomateriales
se utilizan tanto para la reconstruccion del organismo como para darle soporte. Los
materiales sustitutivos de tejidos blandos son diferentes de los sustitutivos de tejidos duros
o de los empleados en la fabricacion de dispositivos. El paciente o el cirujano no necesitan



biomateriales, sino componentes, piezas o aparatos y sistemas médicos fabricados con
biomateriales. De hecho, los biomateriales se sintetizan y elaboran especificamente para
cada sistema o aparato médico.

3. Analisis del perfil de las empresas objetivo

Una vez definidos de manera concreta los tres ambitos de interés, el andlisis de la informacion
presente en las paginas webs de cada una de las 164 empresas identificadas, permitié
clasificarlas en base a su ambito de actividad. En algunos casos, la realizacién de esta
clasificacion se presentdé complicada dada la falta de informacion concreta reflejada en las
webs correspondientes por lo que se tuvo que recurrir a otro tipo de fuentes de informacién
para extraer aquellos datos concisos que permitiesen enmarcar a las compafias en uno u
otro sector de manera correcta.

Se hicieron dos tipos de clasificacion: una clasificacion excluyente y otra no excluyente.

3.1. Clasificacion no excluyente

De las 164 empresas, 124 orientan su actividad al sector nutracéutico, 62 pertenecen al ambito
farmacéutico y 43 empresas se dedican al sector hiomédico. Por tratarse de una clasificacion
no excluyente, el hecho de que una empresa se dedique a uno de los tres sectores de interés
no implica que no se dedique a otro u otros sectores. Es decir, una empresa caracterizada
como nutracéutica puede también pertenecer al ambito farmacéutico, biomédico 0 a ambos
(figura 2).

® Sector nutracéutico
@ Sector farmacéutico

Sector biomédico

Figura 2. Distribucién sectorial (no excluyente) de las empresas identificadas



3.2. Clasificacion excluyente

Cuando se realiza un analisis sectorial excluyente de las empresas identificadas (figura
3), se observa que el mayor nimero de empresas corresponde a aquellas que se dedican
Unicamente al sector nutracéutico (88 empresas). En sequndo lugar se encontrarian las
compahias que orientan su actividad tanto al ambito nutracéutico como farmacéutico, de
manera simultdnea (24 empresas), sequidas muy de cerca, con 23 empresas, de aquellas
compafias farmacéuticas y biomédicas. En cuanto a las compafias que Unicamente
centran sus esfuerzos en el ambito biomédico, serian un total de 13. Del total de empresas
identificadas, 9 se dedicarian a los tres ambitos de interés: nutracéutico, farmacéutico y
biomédico. Las empresas Unicamente farmacéuticas serian 6 y en Ultimo lugar una Unica
empresa serfa la que combinaria tareas propias del ambito nutracéutico y biomédico.

@ Empresas nutracéuticas
® Empresas nutracéuticas y farmacéuticas
Empresas farmacéuticas y hiomédicas
Empresas biomédicas
Empresas nutracéuticas, farmacéuticas y biomédicas
Empresas farmacéuticas

Empresas nutracéuticas y biomédicas

Figura 3. Distribuciéon sectorial (excluyente) de las empresas identificadas

3.3. Empresas nutracéuticas

La distribucidn geografica de las 88 empresas que se dedican Unica y exclusivamente al
ambito de los nutracéuticos se repartieron de la siguiente manera: se encontré que el mayor
nimero fue localizado en Espafia (26 empresas), sequido de Francia con 18 empresas, vy
Noruega con 12 (figura 4).
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Figura 4. Distribucién geografica de empresas nutracéuticas
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El analisis del perfil de empresas (figura 5) nutracéuticas revela que en algunos casos la
actividad de estas compafifas se limita a producir y/o comercializar ingredientes funcionales
o productos nutracéuticos, mientras que en otros casos poseen ademas un perfil de caracter
cientifico o investigador (tabla 1).

Pais de origen

N2 empresas
nutracéuticas

Ambito productor y/o
comercializador

Ambito
investigador

Alemania
Bélgica
Espana
Francia

Holanda
Irlanda
Islandia

Italia

Noruega

Polonia
Reino Unido
Rusia
Suecia

Total

5
1
26
18

1
88

4
1

- o u o

N 00 B

55

1

10
12

33

Tabla 1: Ambito especifico de actividad de las empresas nutracéuticas



EMPRESAS NUTRACEUTICAS

Tipo 1: Produccidn de ingredientes Agrimer (Francia)
funcionales y sumipistro como materia Cybercolors Ltd (Irlanda)
pwa Mabitec GmbH (Alemania)
Tipo 2: Inclusién de ingredientes
funcionales en el proceso de produccion Dietisa, Novadiet (Espafia)
y comercializacion U.G.A Nutraceuticals (Italia)

Tipo 3: Produccién de ingredientes
funcionales, inclusién en el proceso de

produccién y comercializacién JFM Sunile AS (Noruega)

Tipo 4: Comercializacion de
nutracéuticos Valorimer (Francia)

Tipo 1: Desarrollo de tecnologia
propia patentada para la produccién
de ingredientes funcionales y posterior
comercializacién

Tipo 1: Investigacion y bisqueda de
nuevos ingredientes funcionales que
procesan y comercializan

Ebiotec (Espafia) Omegatri AS (Noruega)
Abyss’ Ingredients (Francia) Polaris (Francia)
Bioatlantis Ltd (Irlanda)

Figura 5. Tipologia del perfil de las empresas de nutracéuticos

Se observa que el nimero de empresas nutracéuticas productoras y/o comercializadoras es
mayor que las que poseen ademas, una componente investigadora o cientifica. En los 13
paises en los que se localizaron empresas nutracéuticas, con la salvedad de Bélgica, Holanda,
Islandia, Poloniay Rusia, se encontraron empresas que orientan su actividad a la investigacion
en el campo nutracéutico, estando el mayor nimero de empresas en Francia (12 empresas).

Cada uno de esos perfiles se puede dividir en varios tipos empresariales en funcion de la
actividad desarrollada por la empresa. Asi, las empresas productoras y/o comercializadoras
se dividen en:



- Tipo 1: Empresas productoras de ingredientes funcionales que suministran a otras
empresas en forma de materia prima

- Tipo 2: Empresas que adquieren los ingredientes funcionales a otras empresas y los
incluyen en el proceso de produccidn de nutracéuticos y los comercializan

- Tipo 3: Empresas que producen sus propios ingredientes funcionales, fabrican
nutracéuticos y los comercializan

- Tipo4: Empresas que sélo se ocupan de la comercializacion y distribucion de productos
nutracéuticos

Por otra parte, se han considerado como empresas de caracter investigador aquellas que
poseen un departamento de investigacion y desarrollo:

- Tipo 1: Orientan una parte de su actividad a la investigacion y busqueda de nuevas
moléculas o biocompuestos activos los cuales extraen y posteriormente desarrollan
como ingredientes funcionales que incluyen en el proceso de fabricacion del
nutracéutico y comercializan

- Tipo2:Desarrollanunatecnologia propia patentada paralaextraccién de biomoléculas
0 bioproductos que posteriormente incluyen como ingredientes funcionales en el
producto nutracéutico

3.4. Empresas farmacéuticas

De las 6 empresas identificadas que orientan su actividad Unica y exclusivamente al dmbito
farmacéutico, el mayor nimero se encuentra en Alemania (2 empresas), sequido de Francia,
Holanda, Portugal y Reino Unido con 1empresa (figura 6).

R. Unido

Portugal

Holanda

Francia

Alemania

0 0,5 1 1.5 2 2,5

N2 empresas

Figura 6. Distribucién geogréafica de empresas farmacéuticas



El analisis del perfil (figura 7) de las empresas farmacéuticas identificadas muestra como a
diferencia de las empresas nutracéuticas, todas las compafias se dedican a la produccién
y/o comercializacion de productos farmacéuticos (tabla 2).

Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito

comercializador investigador
Alemania 2 2 -
Francia 1 1 -
Holanda 1 1 -
Portugal 1 1 -
Reino Unido 1 1 -
Total 6 6 -

Tabla 2. Sector especifico de actividad de las empresas farmacéuticas

Las empresas farmacéuticas que poseen una componente investigadora, comparten sector
de actividad con otros ambitos como el biomédico, de ahi que no se hayan incluido en este
apartado y se traten en el punto 3.4 de este capitulo.

Del mismo modo que para las empresas nutracéuticas, se distinguen varios tipos
empresariales en funcién de la actividad que desempefian:

- Tipo 1: Empresas productoras de excipientes y/o principios activos que suministran a
otras empresas en forma de materia prima

- Tipo 2: Empresas que adquieren los excipientes y/o principios activos a otras empresas
y los incluyen en el proceso de produccidn de farmacos y los comercializan

EMPRESAS FARMACEUTICAS

Tipo 1: Produccion de excipientes y/o
principios activos y suministro como Iberagar (Portugal)
materia prima Heppe Medical Chitosan GmbH (Alemania)

\/

Tipo 2: Inclusién de excipientes y/o
principios activos en el proceso de
produccion y comercializacion

Evocatal GmbH (Alemania)

Navamedic ASA (Noruega)

Figura 7. Tipologia del perfil de las empresas farmacéuticas



3.5. Empresas biomédicas

Se observa que el nimero de empresas identificadas que se dedican Unicamente al ambito
biomédico son 13, de las cuales 3 se localizan en Francia, 2 en Reino Unido y Suecia, y en
otros paises como Alemania, Espafia, Islandia, Italia, Noruega y Portugal hay tan solo una
empresa (figura 8).

Suecia

R. Unido
Portugal
Noruega
Italia
Islandia
Francia
Espafia
Alemania

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

N2 empresas

Figura 8. Distribucién geografica de empresas biomédicas

El analisis del perfil de las empresas biomédicas (figura 9) identificadas revela que todas las
compafiias se dedican ademas de a la produccidn y/o comercializacion, a la investigacion
(tabla 3).

Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito
comercializador investigador

Alemania 1 - 1
Espaiia 1 - 1
Francia 3 - 3
Islandia 1 - 1
Italia 1 - 1
Noruega 1 - 1
Portugal 1 2 1
Reino Unido 2 - 2
Suecia 2 - 5
Total 13 - 13

Tabla 3. Sector especifico de actividad de empresas biomédicas



EMPRESAS BIOMEDICAS

Tipo 1: Investigacion y desarrollo de biomoléculas y/o bioproductos de
aplicacién biomédica y comercializacion

Biopolymer, Suecia
Abiel Biotech, Italia
NanotecMARIN GmbH (Alemania)

Figura 9. Tipologia del perfil de las empresas biomédicas

En el caso de las empresas biomédicas identificadas, se establece un tnico tipo empresarial:

Tipo1: Empresas que investigan y desarrollan biomoléculas y/o bioproductos de aplicacion
biomédica y los comercializan (o estan llevando a cabo los ensayos necesarios para
lograr su comercializacién) a otras empresas biomédicas

Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito
comercializador investigador

Alemania 1 - 1
Espafia 1 - 1
Francia 3 - 3
Islandia 1 - 1
Italia 1 2 1
Noruega 1 - 1
Portugal 1 - 1
Reino Unido 2 - 2
Suecia 2 - 2
Total 13 - 13

Tabla 3. Sector especifico de actividad de empresas biomédicas

3.6. Empresas que comparten sector de actividad
Las empresas que comparten actividad se pueden diferenciar en cuatro grupos:

Grupo 1. Empresas nutracéuticas y farmacéuticas
Grupo 2: Empresas nutracéuticas y biomédicas



Grupo 3: Empresas farmacéuticas y biomédicas

Grupo 4: Empresas nutracéuticas, farmacéuticas y biomédicas

Grupo 1

De las 24 empresas que orientan su actividad al ambito nutracéutico y farmacéutico, 9 estan
localizadas en Francia, 5 en Noruega y Espafa ,y 2 en los demas paises excepto Holanda que
cuenta con 1 Unica empresa (figura 10).

Reino Unido

Noruega

Francia
Espafa

Holanda
Alemania
|

N2 empresas

Figura 10. Distribucién geogréfica de empresas que compaginan la actividad nutracéutica y
farmacéutica

Aligual que con las empresas que se dedican exclusivamente al sector nutracéutico, algunas
de las empresas identificadas en este apartado poseen dos tipos distintos de perfiles: un
perfil productor y/o comercializador de nutracéuticos y farmacos y, un perfil de caracter
investigador (tabla 4).

Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito
comercializador investigador
Alemania 2 1 1
Espaiia 5 3 2
Francia 9 6 3
Holanda 1 1
Noruega 5 4 1
Reino Unido 2 - 2
Total 24 15 9

Tabla 4. Sector especifico de empresas que compaginan la actividad nutracéutica y farmacéutica



En este tipo de empresas no se distinguen tipos empresariales por tratarse de una
combinacién de los ya establecidos anteriormente en los apartados 3.1y 3.2.

Grupo 2

Una sola empresa localizada en Noruega orienta su actividad al ambito de la nutracéuticay
biomedicina simultdneamente. Ademds, de manera especifica se dedica a la produccién y/o
comercializacion ademas de a la investigacion.

Grupo 3

En lo que a las empresas farmacéuticas y biomédicas se refiere, de las 23 identificadas, 5 de
ellas se localizan en Espafia, 3 en Noruega y Reino Unido, mientras que el resto de paises
registraron una o dos empresas (figura 11).

Reino Unido
Portugal
Noruega
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Figura 11. Distribucién geografica de empresas que compaginan la actividad farmacéutica y
biomédica

En la tabla 5 se incluye el origen de cada uno de las empresas identificadas en este apartado
y la clasificacion de su perfil empresarial. Todas las empresas poseen un perfil investigador.
Grupo 4

Por dltimo, un grupo reducido de 9 empresas comparten dmbito de actividad de los tres
sectores de interés del presente estudio. En Franciay Reino Unido estan presentes 2 empresas
mientras que en el resto de paises tan sélo una empresa (figura 12).

En la tabla 6 se observa que todas las empresas identificadas en este apartado orientan su
actividad a la produccién y/o comercializacidn asi como investigacion.



Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito

comercializador investigador
Alemania 2 = 2
Austria 2 - 2
Espaiia 5 - 5
Francia 2 - 2
Irlanda 2 - 2
Islandia 1 - 1
Italia 2 = 2
Noruega 3 - 3
Portugal 1 - 1
Reino Unido 3 - 3
Total 23 - 23

Tabla 5. Sector especifico de empresas que compaginan la actividad farmacéutica y biomédica

Reino Unido
Polonia
Noruega
Italia
Francia
Espaiia

Alemania

0 0

\
|
|
|
|
|
|
l
5 1 1,5 2 2,5

N2 empresas

Figura 12. Sector especifico de empresas que compaginan la actividad nutracéutica, farmacéutica y

biomédica
Pais de origen N2 empresas Ambito productor y/o Ambito
comercializador investigador

Alemania 1 = 1
Espaia 1 - 1
Francia 2 - 2
Italia 1 - 1
Noruega 1 - 1
Polonia 1 - 1
Reino Unido 2 = 2
Total 9 - 9

Tabla 6. Sector especifico de empresas que compaginan la actividad nutracéutica, farmacéutica y
biomédica



4. Biocompuestos de origen marino producidos por las empresas
objetivo

Las empresas nutracéuticas, farmacéuticas y biomédicas identificadas trabajan con una
amplia gama de bioproductos y/o biomoléculas de origen marino. Por una parte se ha
hecho un analisis para determinar la relacion de empresas que emplean un determinado
biocompuestoy, ensegundo lugar, se haidentificado ademas el recurso marino que emplean
para su obtencién, la existencia de algun producto patentado o registrado constituido a
partir de cada bioproducto/biomoléculay, por tltimo, el pais de origen de las empresas que
trabajan con cada biocompuesto.

En el caso de las empresas biomédicas dado que aprovechan una amplia variedad de recursos
marinos, los cuales en muchos casos no ha sido posible identificar por falta de informacion
detallada en las paginas web de las empresas, se ha incluido también la aplicacion de los
biocompuestos obtenidos y que participan en procesos bioldgicos de interés para el campo
terapéutico otambién, en el campo de los biomateriales. Es necesario aclarar, que este analisis
de biocompuestos se ha hecho teniendo en cuenta todas las empresas nutracéuticas (es decir,
en base a la clasificacion no excluyente), al igual que el estudio de los biocompuestos.

4.1. Biocompuestos nutracéuticos marinos

En la figura 13 se analiza la relacion entre el nimero de empresas del sector nutracéutico y
el uso de los compuestos de origen marino identificados.

Sales de ADN [#

Quitina/quitosan |15

Polifenoles | 1

Péptidos bioactivos |5

Otros polisacéridos y oligosacaridos |6
1
3
3

Lipoproteinas
Lecitinas marinas
Hidroxiapatita
Glucosaminoglucanos |14
Glucosamina |16
Celatina |74
Fucoidano |m2
Extractos y polvos [#20
Elastina marina |m2
Coldgeno |15
Cartilago |5
Carotenoides |7
Alquilgliceroles |2
Agar |8
Acidos grasos |76
Acido alginico/alginatos |ma
Aceites marinos |35
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Figura 13. Relacién de empresas nutracéuticas y uso de biocompuestos marinos



De acuerdo con la figura 13, del total de las 124 empresas nutracéuticas analizadas (nimero
total de empresas en base a la clasificacién no excluyente), aquéllas que emplean los acidos
grasos, destacando principalmente el omega 3, alcanzan un ndmero de 76, seguido por
los aceites marinos con 35 empresas. En tercer lugar se encuentran los extractos y polvos
marinos, recurso aprovechado por 20 empresas.

En latabla 7 se recogen un total de 22 biomoléculas y/o biocompuestos obtenidos a partir de
diferentes recursos marinos tales como macroalgas y microalgas, mamiferos, peces o inverte-
brados marinos. Son varios los productos patentados o registrados de origen marino, corres-
pondiendo el mayor niimero a aceites marinos, acidos grasos y extractos y/o polvos marinos.

4.2. Biocompuestos farmacéuticos marinos

El rango de bioproductos y biomoléculas de grado farmacéutico con el que trabajan las
empresas coincide en gran medida con los biocompuestos empleados por las empresas
nutracéuticas. Sin embargo, y con excepcion de los acidos grasos, el uso que se le da a los
diferentes compuestos varia en relacion a las empresas nutracéuticas (figura 14).
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Protefnas |2
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Moléculas bioactivas |18
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Figura 14. Relacién de empresas farmacéuticas y uso de biocompuestos marinos

Del total de 62 empresas farmacéuticas analizadas (nimero total de empresas en base
a la clasificacion no excluyente), el nimero de aquéllas que emplean los acidos grasos,
destacando principalmente el omega 3, es de 19, sequido muy de cerca por las moléculas



Bioproducto/

. . Recurso marino Patente de producto/tecnologia
biomolécula

Calamarine ® (Pharmamarine AS, Noruega)

Macroalgas y microalgas, Coldsea ™ Krill oil (JFM Sunile, Noruega)

fanerégamas, cefaldpodos,
Aceites marinos mamiferos marinos, crustaceos,
peces e higados de pescado (tiburén,
salmon y bacalao)

Qualitysilver® (Polaris, Francia)
Novalgic® Krill oil (Sanofi-Aventis, Francia)
Salmoil® (Marinebio, Noruega)

s L . Algea® (Algea, Noruega)
Acido alginico/Alginatos Macroalgas DuPont™ Danisco® (Danisco, Francia)
Brudy Technology® (Brudy Technology, Espafia)
Calanus® 0il (Calanus AS, Noruega)
Crystalpure™, Maxomega™ (Equatec, Reino Unido)
Eupoly-3® (Biosearchlife, Espafia)

Kd-ptir™ Technology (Bioseutica, Holanda)

Microalgas, crustaceos, peces, Marinol® (Stepan, Holanda)

Acidos grasos (Omega 3,

DHA, EPA) subproductos Omega 3 DHA Algofit™ (Algofit, Francia)
Omegatri Technology ® (Omegatri, Noruega)
PLX Plus con omega 3® (New Developments in Nutraceuticals,
Espaia)
PureMax™ (Croda, Reino Unido)
Vivomega™ (Rieber Oils, Noruega)
Agar Macroalgas -
Alquilgliceroles Higado de tiburén Ecomer® (Natumin Pharma, Suecia)
. . PLX Sea con astaxantina® (New Developments in Nutraceuticals,
Carotenoides Microalgas, macroalgas pardas -
Espafia)
Cartilago Peces (raya, tiburén) -
. Colway® (Collagen Colway Ltd, Polonia)
GelEgene MitEeliEEs aees Glycollagen® (Copalis, Francia)
Elastina marina Peces -
Aquamin™ (Marigot, Irlanda)
Macroalgas, microalgas, Digestica® (Bioatlantis, Irlanda)
Extractos y polvos fanerégamas, cefaldpodos, Calanus® Hydrolysate, Calanus® Powder (Calanus AS, Noruega)
crustaceos, moluscos, peces Fitalga® (Algues et mer, Francia)
Phoscalim® (Copalis, Francia)
Fucoidano Macroalgas pardas -
Gelatina Peces Rousselot Synergy Systems™ (Rousselot, Francia)
Glucosamina Crustaceos -

Glucosaminoglucanos (acido
hialurénico/hialuronatos, Peces Glycollagen® (Copalis, Francia)
condroitin sulfato)

Hidroxiapatita Peces -
Lecitinas marinas Peces .
(fosfolipidos)
i i ® i in® ® ®
Lipoproteinas Peces DefendVid®, LipoEsar®, MineraXin®, Cabymar®, HepatoSar®,

AntiGan® (Ebiotec, Espaia)

Otros polisacdridos y

. < Subproductos de origen marino -
oligosacaridos

Péptidos bioactivos Organismos marinos sin identificar Nutripeptin® (Copalis, Francia)

Macroalgas, fanerégamas,

eliEietss subproductos de origen marino )
Quitina y quitosan Crustaceos Chitoclear™ (Primex, Islandia)
Sales de ADN Peces =

Huile de poisson 1812 TG Qualitysilver®, Huile de thon 25% DHA

Origen de las empresas

Alemania, Espafia, Francia,
Holanda, Italia, Noruega, Polonia,
Reino Unido

Italia, Francia, Noruega

Alemania, Bélgica, Espafa,

Francia, Holanda, Irlanda, Islandia,

Italia, Noruega, Polonia, Reino
Unido, Suecia

Espania, Francia, Italia, Noruega,
Portugal

Suecia

Alemania, Espafia, Irlanda,
Noruega, Polonia

Espafia, Francia, Italia

Alemania, Espafia, Francia,
Holanda, Polonia, Reino Unido

Francia

Alemania, Espafia, Francia, Italia,
Irlanda, Polonia, Reino Unido,
Noruega

Alemania, Espafia

Alemania, Espaiia, Francia

Alemania, Espafia, Francia,
Holanda, Islandia, Italia, Noruega,
Reino Unido

Alemania, Espafia, Francia,
Noruega, Reino Unido

Francia, Portugal

Alemania, Francia

Espafia

Espafia, Francia, Reino Unido
Francia, Noruega, Portugal
Francia

Alemania, Francia, Espafia,
Islandia, Noruega, Polonia, Rusia

Espafia, Francia

Tabla 7. Bioproductos y biomoléculas de origen marino para uso nutracéutico



bioactivas con 18 empresas. En tercer lugar se encuentran Ia quitina y quitosan, recurso

aprovechado por 11 empresas.

Origen de las

Bioproducto/biomolécula Recurso marino Patente de producto/tecnologia
empresas
Aceite de pescado Peces Francia
DuPont™ Danisco®, GRINDSTED® Alginate PH (Danisco,
Francia)
Acido alginico/Alginatos Macroalgas PRONOVA™ (Novamatrix, Noruega) Francia, Noruega
Satialgine™, Algogell™, Satiagel™, Satiagum™ (Cargill,
Francia)
Crystalpure™, Maxomega™ (Equatec, Reino Unido) Alemania, Espafia,
Acidos grasos (Omega 3, DHA, Microalgas, peces rystalp - meg quatec, Francia, Holanda,
Omacor®, Lovaza™, Zodin® (Pronova Biopharma, Noruega)
EPA) Vascepa® (Amarin, Irlanda) Irlanda, Noruega,
P ! Polonia, Reino Unido
Espafia, Francia, Italia,
Agar Macroalgas Portugal
Carotenoides Macroalgas, microalgas Espafia, Polonia
Cartilago de tiburén Peces (raya, tiburén) Espafia, Francia
Colageno Peces Espafia, Francia
Gll{cosamllnoglL.lcanos (Addo Peces, crustaceos, algas, subproductos, Alema.ma, HEEDE,
hialurénico/hialuronatos, . H - Francia, Noruega,
e otros organismos marinos . .
condroitin sulfato) Reino Unido
Enzimas Microorganismos, peces Penzyme® (Zymetech, Islandia) Alemania, Islandia,
9 P ColdZyme® Mouth Spray (Enzymatica, Suecia) Reino Unido, Suecia
Lecitinas marinas (Fosfolipidos) Peces Alemania, Francia
Fucoidano Macroalgas pardas Alemania
Gelatina Peces Rousselot Synergy Systems™ (Rousselot, Francia) Francia
Glucosamina Crustaceos Droglican® (Bioibérica, Espafia) Espafa
Hidroxiapatita Peces Francia, Portugal
Microorganismos, fanerégamas, . - . " Alemania, Austria,
. B . ) . Yondelis®, Aplidin®, Zalypsis® (Pharmamar, Espafia) . . .
Otras moléculas bioactivas sin poriferos, tunicados, moluscos, Ny o Espafia, Francia, Italia,
N e A X Refirmar™ (Bioalvo, Portugal) 5
identificar equinodermos, algas, otros organismos - L " . Irlanda, Portugal, Reino
; SeaRch™ (Aquapharm Biodiscovery, Reino Unido) .
marinos Unido
. 0tr0§ I.l)O|ISalCaI:IdOS v Varios organismos marinos Reino Unido
oligosacaridos sin identificar
Carragelose® (Marinomed Biotechnologie GmbH, Austria) .
Macroalgas NovaMatrix™ (Novamatrix, Noruega) Austria, Noruega

Otros polimeros sin identificar
Espafia, Francia, Reino

Otras proteinas sin identificar Microorganismos, peces Unido
Protamina Peces Noruega
Quitina y quitosan Crustaceos Protasan™ (Novamatrix, Noruega) PIETENE), FEmEE)
Noruega
Sales de ADN Peces Espafia, Francia
- . HEMO2Life®, HEMO2Ling®, HEMOXYcarrier® (Hemarina, .
Anélidos, crustaceos et Francia

Transportadores de oxigeno

Tabla 8. Bioproductos y biomoléculas de origen marino para uso farmacéutico



En la tabla 8 se indican los compuestos identificados, el recurso marino empleado para su
obtencidn, Ia existencia de patentes o productos registrados y el origen de las empresas que
emplean dichos biocompuestos. Los compuestos que presentan mayor nimero de patentes
se corresponden con los alginatos, los dcidos grasos, y ciertas moléculas no identificadas.

4.3. Biocompuestos marinos de aplicacion biomédica

Se han identificado 12 biomoléculas o bioproductos que son empleados por algunas
empresas con fines biomédicos. Del total de 43 empresas bhiomédicas identificadas
(nimero total de empresas en base a la clasificacién no excluyente), los biocompuestos
mas empleados son las moléculas bioactivas (18 empresas), sequidas a gran distancia de la
quitina y quitosan (9 empresas), y las enzimas (7 empresas) (figura 15).

Transportadores de oxigeno |1
Sales de ADN |1
Quitina/quitosan |9

Protefnas |3

Polimeros [

Moléculas bioactivas |18
Enzimas |7

Coldgeno |1

Alginato de sodio |1

Agar |1

Acido hialurénico e hialuronatos |12

Acidos grasos |14
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N2 empresas
Figura 15. Relacién de empresas biomédicas y uso de biocompuestos marinos

En la tabla 9 se recogen los biocompuestos que aprovechan las empresas biomédicas, los
recursos marinos a partir de los cuales se obtienen diferentes compuestos, la aplicacién de
los mismos y el pais de origen de las empresas. Cabe decir que los compuestos que poseen
un mayor numero de patentes son las enzimas.



Bioproducto/ Patente de producto/ Origen de las —
. . Recurso . Aplicacion
biomolécula tecnologia empresas
- . - Alemania, Espafia
Acido hialurénico e inia, tspana, L . .
. Peces - Francia, Noruega, Fabricacién de biomateriales
hialuronatos . N
Reino Unido
Acidos grasos (Omega 3, Peces MariGen™ Omega3 (Kerecis, irlanda, Islandia Reconstruccion de la piel, tratamiento
DHA, EPA) Islandia) ! de hernias
Agar Macroalgas - Italia Impresion dental
Alginato de sodio Macroalgas PRONOVA™ (Novamatrix, Noruega) Noruega Fabricacién de biomateriales
Coldgeno Medusas, peces - Francia Reconstruccién piel dahada
Investigacion en el campo de la
osteoporosis
. . Penzyme®, Zymetech® (Zymetech, . P .
Microorganismos, - . . Investigacion y desarrollo en el area
eces, poriferos S Aiarieliley LElE) de enzimas marinas (Penzyme) y
Enzimas peces, - Silicatein® (Nanotecmarin GmBH, Islandia, Reino . e
otros organismos X . . formulaciones tépicas que aportan
. Alemania) Unido, Suecia o .
marinos estabilidad proteica
Desarrollo de biomateriales,
composites y dispositivos médicos
Necesidades médicas no cubiertas
(enfermedades autoinmunes, dafios
tisulares causados por enfermedades
cronicas y degenerativas)
. Estudio de propiedades antitumorales
Algas, microalgas, N X
; . . . y antidegenerativas
microorganismos, Austria, Francia, s
. N h R . . = Desarrollo de antibidticos para tratar
Otras moléculas bioactivas fanerégamas, Algebiosys™ (Algenics, Francia) Espafia, Holanda, N . . <
P ) X - . X : infecciones resistentes a farmacos
sin identificar poriferos, tunicados, SeaRch™ (Aquapharm Biodiscovery, Italia, Alemania, .
X . X . Enfermedades neurodegenerativas
moluscos, Reino Unido) Irlanda, Reino Unido, . PR
. e identificacion de nuevos targets
equinodermos, otros Portugal P . .
X . terapéuticos (glicosilados p.ej.)
organismos marinos o : .
Psoriasis, enfermedades respiratorias
Oncologia, virologia, neurologia
Fibrilacién atrial
Investigacién de moléculas
antienvejecimiento
Desarrollo de tratamientos antivirales
Otros polimeros sin . ) Austria. Francia e inmunoldgicos
identificar gas, P ! Biomateriales, osteoartritis,
oftalmologia
Proteina adhesiva de mejillén para
Otras proteinas sin Moluscos, otros . Italia, Reino Unido,  empleo en composiciones adhesivas
identificar organismos marinos Suecia en contacto con tejido vivo (evaluacién
toxicoldgica y ensayo preclinico)
Produccién de biomateriales
. Alemania, Espafia Tratamientos cicatrizantes
- o . NovaMatrix™, Protasan ™ nia, Espana, L ;
Quitina y quitosan Crustaceos . Islandia, Noruega, Disefio de nanosistemas de
(Novamatrix, Noruega) ” o .
Portugal encapsulacion de principios activos
Liberacién de farmacos
Sales de ADN Peces Francia Reconstruccién del dafio cutdneo
Conservacion de érganos
Transportadores de - . o Tratamientos cicatrizantes
. Anélidos, crustaceos - Francia B
oxigeno Transportadores de oxigeno de
hemoglobina

Tabla 9. Bioproductos y biomoléculas de origen marino para uso biomédico



5. Recursos marinos empleados por las empresas objetivo

Las empresas identificadas aprovechan diversos tipos de organismos marinos para el desarro-
llo de su actividad. Asi, algunas de ellas emplean organismos inferiores como invertebrados
(poriferos, tunicados o moluscos) mientras que otras recurren a organismos vertebrados
como peces o incluso mamiferos. A continuacion, se incluyen los diferentes recursos marinos
y el porcentaje de empresas que los emplean como fuente de obtencidn de biocompuestos
de interés (figura 16). Esta clasificacion no es excluyente, asi una empresa que aprovecha un
recurso marino puede aprovechar simultaneamente otros de los representados en el grafico.

1 )
111 @ Anélidos

) ® Mamiferos
@® Urocordados
@ Equinodermos
“ ® Fanerégamas
‘ © Subproductos

14% ® Corales

® Esponjas

@ Microorganismos

® Organismos no identificados
Crustaceos

® Moluscos

@ Algas

® Peces

Figura 16. Porcentaje de empresas que emplean uno u otro recurso marino

En el grafico se observa que el 44% del total de las empresas identificadas emplean peces
como recurso marino para obtenciéon de compuestos, en segundo lugar, se encuentran
las algas (34%), y en tercer y cuarto lugar, con porcentajes muy similares, estan los
moluscos (19%) y los crustaceos (14%). Con un 5% estan aquellas empresas que emplean
microorganismos (incluyendo bacterias y actinomicetos marinos, dinoflagelados y hongos
marinos) y organismos sin identificar. Ademas, el 3% de las empresas emplean poriferos
como fuente de obtencién de biomoléculas y/o biocompuestos de interés; con un 2% las
compafiias que usan subproductos y corales, y por ultimo, un 1% de las empresas emplea
anélidos, mamiferos, urocordados, equinodermos y fanerégamas marinas.



6. Observaciones finales

. Los recursos marinos, tanto organismos como subproductos, ofrecen una gran
diversidad de bhiocompuestos naturales que son aprovechados por mas de 160
empresas europeas pertenecientes a los sectores nutracéutico, farmacéutico y
biomédico.

. De los 13 recursos marinos explotados por las empresas identificadas en este estudio,
los peces ocupan la primera posicién estando destinados a la obtencién de numerosos
biocompuestos de diversa naturaleza como acidos grasos, aceites, colageno,
elastina, enzimas, glucosaminoglicanos como el acido hialurénico, condroitin sulfato,
hidroxiapatitay lipoproteinas entre muchos otros, y que presentan aplicaciones en los
tres campos de interés.

. Mas de lamitad de las empresasidentificadas desarrollan su actividad Gnicamente en
el sector nutracéutico alolargo de 13 paises europeos. El hiocompuesto mayormente
explotado por estas empresas, al igual que las compafias farmacéuticas, es el
omega 3.

. El mayor nimero de biocompuestos registrados y/o patentados por el conjunto total
de las empresas identificadas corresponde a acidos grasos y aceites marinos.

. Las empresas biomédicas centran mayoritariamente sus esfuerzos en el aislamiento
de moléculas hioactivas que posteriormente son susceptibles de ser incluidas en
procesos de produccion de farmacos o biomateriales.

. Aunque el alcance geografico del presente estudio no cubre el continente
europeo en su totalidad ni se ha dedicado el mismo fuerzo a la identificacion de
empresas en unos paises y otros; los resultados que aqui se presentan sirven como
precedente y ofrecen una vision general sobre el mercado actual de los productos
nutracéuticos, farmacéuticos y biomédicos de origen marino en Europa, asi como
la representacion empresarial biotecnoldgica que posee cada uno de esos sectores
en este continente.

7. Glosario de biomoléculas y biocompuestos

Aceites marinos: Aceites obtenidos a partir de recursos marinos tales como algas, peces,
mamiferos o invertebrados marinos. Los aceites de origen marino se caracterizan por su alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados omega-3 de cadena larga destacando el EPA



(acido eicosapentaenoico) y DHA (dcido docosahexaenoico). La metodologia y condiciones
de extraccion del aceite de pescado son vitales e influiran en la calidad final del producto.

El aceite de pescado e higados de pescado se obtiene a partir del musculo de pescado, como
subproductos de la harina de pescado, o directamente a partir de las visceras de peces.
Generalmente son ricos en triacilgliceroles de acidos grasos, sobre todo poliinsaturados de
cadena larga (PUFAs), y otros lipidos polares. Sin embargo, en algunas especies, los lipidos
mayoritarios son los ésteres de cera, apolares y que restan digestibilidad al pescado.

El aceite de calamar es muy rico en DHA y ademds redne una serie de caracteristicas
que lo hacen un recurso atractivo para el mercado de los productos nutracéuticos. Asi,
algunos productos patentados como Calamarine®, producido por la empresa noruega
Pharmamarine, se adhieren al principio de que el aceite es producido Unicamente a partir de
subproductos de calamar y en gran medida, generados por pesquerias artesanales de este
recurso marino. El aceite de calamar posee una elevada estabilidad oxidativa comparada
con otros aceites de pescado ademas de ser un aceite limpio y de sabor y olor neutro.

El aceite obtenido a partir de la foca, posee un porcentaje de alrededor del 9% en DHA,
6,5% de EPA 'y 4% de DPA. Es comercializado por la empresa noruega JFM Sunile. Este aceite
contiene omega 3 natural incluso en cantidades 10 veces superiores a los dcidos grasos
omega 3 0 DPAs de otros aceites de pescado. Entre sus propiedades beneficiosas destacan Ia
de ser apropiado para diabéticos, capacidad reductora del colesterol, bueno para la piel seca
o psoriasis entre otros. El aceite de foca artico se obtiene a partir de foca de Groenlandia, la
cual no figura en la lista de especies amenazadas.

El aceite de krill, es un producto que se obtiene a partir de pequefios crustaceos marinos
que se alimentan directamente de diatomeas y dinoflagelados ricos en acidos grasos
poliinsaturados omega-3, especialmente EPA y DHA. Aunque el contenido de aceites en el
krill es bajo (cerca del 3%) es considerado uno de los aceites ricos en omega-3 de mayor
calidad ya que contiene a la vez fosfolipidos y astaxantina. A esta dltima se le atribuye su
mayor capacidad antioxidante y mejor conservacion.

Acido alginico/Alginatos: Hidrocoloide en forma de polisacarido coloidal que se obtiene de
forma naturaldelas paredes celulares de las algas pardas donde llega atener concentraciones
entre los 20% a 25% del peso seco del alga. Las sales sddicas, calcicas y potdsicas se
denominan alginatos y se emplean frecuentemente en la industria de la alimentacion
como espesantes y emulsionantes. Los alginatos comerciales se extraen principalmente de
los géneros Laminaria, Macrocystis, Ascophyllum, Eclonia, Lessonia, Durvillea y Sargassum.



Aunque cualquier alga parda puede ser empleada como fuente de alginatos, la estructura
quimica de éstos varia de un género a otro y entre los diferentes tejidos del alga. La
cantidad, composicién y secuencia estructural de los alginatos dependen de varios factores
incluyendo el taxdn, la especie, la estacion, la edad del tejido y las condiciones ambientales.
La gelificacién es una caracteristica importante de los alginatos.

Acidos grasos (Omega 3, DHA, EPA): Los acidos grasos omega 3 son &cidos grasos esenciales
poliinsaturados, que se encuentran en alta proporcién en los tejidos de ciertos pescados (por
regla general pescado azul como el arenque, caballa, anchoas o sardinas, entre otros), y en

algunas fuentes vegetales como las semillas de lino, los caflamones y las nueces. Algunas
fuentes de omega 3 pueden contener otros acidos grasos como los omega 6. La ingestion
de aceite de pescado (fuente importante de acidos grasos omega 3) estd relacionada
con la mejora de la salud humana contra numerosas enfermedades. Varios estudios de
investigacion han demostrado que el consumo de pescado aumenta los niveles de EPAy DHA
en sangre lo que reduce el riesgo de sufrir enfermedades coronarias del corazdén a través
de diferentes vias. También destacan los efectos antitrombéticos de estos acidos grasos
disminuyendo el riesgo de trombosis entre muchas otras propiedades.

Agar: Polisacarido complejo presente en las paredes celulares de Ias algas rojas. El agar
comercial se extrae principalmente de los géneros Gelidium, Gracilaria, Acantkopeltis,
Ceramium vy Pterocladia. Es un polimero estructural cuya funcién en las algas es analoga
pero diferente de la que ocupa la celulosa en las plantas terrestres. La naturaleza quimica
del agar depende de varios factores como el taxdn, la especie, las condiciones ambientales,
fisioldgicas y el procedimiento de extraccion.

Alquilgliceroles: Eteres lipidicos no polares, constituyentes mayoritarios del aceite de higa-
do de diversas especies de tiburones y otros peces elasmobranquios. En su estructura, una
molécula de glicerina se une a una cadena alquilica mediante un enlace éter a través de
uno de sus grupos hidroxilo. Los alquilgliceroles pueden contener distintos acidos grasos
en su estructura, esterificando los grupos hidroxilo restantes de la molécula de glicerina, y
segun esto pueden ser no esterificados, monoesterificados y diesterificados. Tienen impor-
tantes propiedades biofuncionales, como estimulantes, anticancerigenos, antivirales y de
liberacion de farmacos.

Carotenoides: Pertenecen a la familia de los terpenos, es decir estan formados por unidades
de isopreno, y su biosintesis se produce a partir de isopentenil pirofosfato. Esto produce su
rasgo estructural mas evidente: la presencia de muchos dobles enlaces conjugados y de un



buen ndmero de ramificaciones de grupos metilo, situados en posiciones constantes. Se
conocen alrededor de 600 compuestos de esta familia, que se dividen en dos tipos basicos:
los carotenos, que son hidrocarburos, y las xantofilas, sus derivados oxigenados. A estos
dos tipos hay que unir los apocarotenoides, de tamafio menor, formados por ruptura de los
carotenoides tipicos.

El carotenoide astaxantina es un antioxidante pigmentado producido por muchas
microalgas las cuales son responsables del color rojo asociado de manera frecuente a los
crustaceos como langostinos, cangrejos y langostas. Estudios recientes demuestran que este
carotenoide reduce la inflamacidn y estimula el sistema inmune en humanos. Estudio in vivo
e in vitro han demostrado sus efectos antitumorales asi como Ia efectividad en la prevencién
y tratamiento del dafio oxidativo de la retina y la degeneracién macular. Se cree que este
carotenoide es un antioxidante mas fuerte que las vitaminas Ey C o que otros carotenoides
como el licopeno, beta-caroteno, luteina o zeaxantina.

Los betacarotenos son pigmentos liposolubles que se producen mediante reacciones
fotosintéticas y enzimaticas llevadas a cabo por microalgas, bacterias o plantas. Los animales
superiores no son capaces de sintetizar de forma enddgena estos carotenoides, por lo que
deben ingerirlos con la dieta. Los beta-carotenos son carotenoides compuestos Unicamente
por atomos de carbono e hidrégeno.

Otro carotenoide es la fucoxantina, con propiedad antioxidante presente en las algas
pardas, las cuales utilizan dicho pigmento para captar la luz a mayor profundidad. Entre sus
propiedades se encontrarian la de ayudar al cuerpo en el empleo de grasas para generacion
de calor en lugar de acumularla en células grasas. De ahi que se le dé un uso potencial
en productos antiobesidad pero también posee otras aplicaciones como induccién de la
apoptosis via accidon prooxidante.

Cartilago: El cartilago de tiburén es conocido como un producto alimenticio usado
como terapia hioldgica, es decir, basada en sustratos bioldgicos que se encuentran en la
naturaleza, al cual se le atribuyen propiedades para favorecer la integridad del cartilago
y ayudar a proteger el tejido cartilaginoso. El cartilago estd compuesto esencialmente
por mucopolisacaridos, proteinas, coldgeno desnaturalizado y glucosaminoglicanos
que contienen condroitinsulfato del tipo A y C. Algunas empresas lo comercializan como
coadyuvante en el tratamiento de las afecciones dolorosas inflamatorias, para favorecer la
defensainmune, la regeneracion celulary para ayudar a la recuperacién muscular en el caso
de personas que practican deporte con frecuencia.



Coldgeno: El colageno es una proteina que juega un papel de gran importancia en los
tejidosy érganosy expresion funcional de las células. Esta compuesto por tres cadenas que
forman unatriple hélice, cada una de las cuales presenta unos 1.400 aminoacidos, siendo
uno de cadatres una glicina. El colageno hidrolizado comercial se presenta como un polvo
blanco inodoro, de sabor neutro que se disuelve facilmente en liquidos frios. Se comporta
como agente emulsionante y espumante, texturizador y aglutinante, estando formado
por la misma materia prima que la gelatina aunque sin sus propiedades gelificantes. Es
empleado de manera frecuente en la industria médica y farmacéutica como transportador
de moléculas en medicamentos, proteinas y genes. Investigaciones clinicas sugieren que
la ingestion de hidrolizados de colageno reduce el riesgo de sufrir osteoartritis.

Elastina marina: La elastina marina se obtiene por hidrdlisis enzimatica del tejido conectivo
de algunas especies de pescado. Esta formada por polipéptidos de bajo peso molecular
que la hacen soluble y facil de asimilar. La elastina es rica en algunos aminodcidos como la
prolina, leucina, isoleucina, alanina y valina. Se caracteriza por la presencia de desmosina e
isodesmosina. Ayuda a dar elasticidad a los tejidos y a acortar el envejecimiento.

Enzimas: Moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas, es decir, que
hacen que las reacciones transcurran a mayor velocidad. Algunos enzimas destacadas son
las silicateinas vy silicasas presentes en las esponjas. Son muy interesantes para el campo
de la nanobiotecnologia dado que pueden ser empleadas en la formacién de materiales
nanocomposites, empleando la naturaleza como modelo para la produccién de nuevos
sistemas nanoescala; aunque presentan una gran variedad de aplicaciones.

Extractos y polvos marinos: Se extraen a partir de diferentes organismos como crustaceos,
moluscos o algas. En el caso del polvo de crustaceos, este se obtiene a partir de la carne
de crustaceos no cultivados que son sometidos a un proceso de coccidn para su posterior
deshidratacion. El polvo es micronizado y envasado. Se suele emplear como materia prima
para su obtencion: carne de cangrejo, carne de cigala, carne de langostino, caparazén de las
mismas especies y también carne de calamar.

Otros productos que se obtienen siguiendo procesos similares son el polvo de mejillén
para el que se emplea normalmente el mejillén de labios verdes de Nueva Zelanda (Green
lipped mussel). A esta especie se le atribuyen numerosas propiedades como la de disminuir
la sintesis de algunas proteinas ligadas a la inflamacién, controlar el dolor asociado a la
artritis y mejorar los niveles de citoquinas. El extracto de este molusco es una fuente rica
en hierro, betaina y glicoaminoglicanos. Algunas empresas siguen tratamientos especificos



para recoger los minerales depositados en las conchas de otros moluscos como las ostrasy
los comercializan en forma de polvo.

En cuanto a los extractos y polvos de pescado, éstos estan constituidos por proteinas que
se obtienen a partir de especies como el bacalao, el carbonero y el eglefino. Mediante
hidrolisis enzimatica se obtienen cadenas cortas de polipéptidos con bajo peso molecular a
unas condiciones determinadas de pHy temperatura. Para garantizar una calidad éptima, el
proceso es controlado de manera estricta para preservar los aminoacidos que se encuentran
en la materia prima y mejorar su biodisponibilidad y solubilidad.

Asimismo, también se pueden encontraren el mercado extractosy polvos de fanerégamas,
como la especie Zostera marina, que se recoge en las arribazones para posteriormente
obtener extractos que pueden ser incluidos como ingrediente de productos nutracéuticos.

En cuanto a las microalgas, tradicionalmente, la microalga de agua dulce Spirulina (Spirulina
spp) ha sido un pilar en productos nutricionales durante muchos afios. Pero existen otras
especies de interés como Dunaliella salina, Lithothamnium calcareum o Nannochloropsis spp.
También se utilizan especies de macroalgas como Ascophyllum spp, Fucus spp, Laminaria spp
y Macrocystis spp, que son utilizadas como polvos secos, suspensiones o extractos simples.
Los extractos de macroalgas son hioestimulantes naturales extraidos a partir de diferentes
especies de algas. Algunas empresas los comercializan como productos con propiedades
antioxidantes, antimutagénicas y anticoagulantes.

Fucoidano: Polisacaridosulfatado presente principalmente envarias especies de algas pardas.
Se encuentran variantes de este polisacarido en el pepino de mar. Se emplea en algunos
productos dietéticos. Existen al menos dos formas distintas de fucoidano: F-fucoidano el
cual posee un porcentaje superior de ésteres sulfatados de mucosa al 95% y el U-fucoidano,
con un porcentaje de acido glucurénico del 20%. Los efectos fisioldgicos y bioquimicos del
fucoidano han sido examinados en varios estudios en animales, a pequefia escala in vitro.
Se ha visto que el F-fucoidano inhibe Ia hiperplasia en conejos e induce apoptosis en lineas
celulares del linfoma humano in vitro.

Gelatina: Se trata de un ingrediente de origen animal que tradicionalmente se obtiene a
partir de pieles de porcino, bovino o pescado y que puede ir destinado a varios tipos de
aplicaciones farmacéuticas, alimenticias o técnicas. La gelatina de origen marino presenta
ventajas respecto a la obtenida a partir de otras fuentes debido al bajo riesgo de presentar
patdégenos desconocidos como los de la encefalopatia espongiforme bovina. La gelatina



es una proteina pura al 86% (12% agua) que procede de la hidrdlisis parcial del coldgeno
contenido dentro del tejido conjuntivo. Mediante la desnaturalizacién por calor se puede
convertir facilmente el coldageno en gelatina. La gelatina es una proteina Unica debido a su
contenido aminoacidico, en particular, aminodacidos no polares como la glicina, alanina'y
prolina y a la presencia significativa de hidroxiprolina. La gelatina se puede emplear como
espesante, espumante, emulsionante, plastificante, agente anti-sinéresis o como sustituto
de materia grasa, floculante, ligante o estabilizante entre otros.

Glucosamina: 12 glucosamina es un aminoazucar que actia como precursor de la sintesis
bioguimica en la glicosilacion de las proteinas y de los lipidos. Se encuentra principalmente
en el exoesqueleto de los crustaceos y otros artrépodos, en los hongos y en otros muchos
organismos, siendo el monosacarido mas abundante. Se obtiene con fines comerciales a
partir de la hidrdlisis de exoesqueletos de crustaceos, especialmente para el tratamiento de
la artritis y la artrosis.

Glicosaminoglicanos: 1 0s glicosaminoglicanos o glicosaminoglucuronanos también llamados
mucopolisacdridos, son cadenas largas y no ramificadas de heteropolisacaridos. Existen dos
tipos fundamentales de glicosaminoglicanos: glicosaminoglucuronanos estructurales, que
son polisacdridos con alternancia de enlaces B(1-4) y B(1-3). Entre este tipo destacan ejemplos
como los sulfatos de condroitina o el acido hialurénico; y los glicosaminoglucuronanos de
secrecion: polisacaridos con alternancia de enlaces B (1-4) y B(1-3), siendo el mas importante
la heparina.

El condroitin sulfato es un glucosaminoglicano sulfatado compuesto por una cadena de
disacaridos de N-acetilgalactosamina y N-acido glucurénico alternados. Se encuentra
habitualmente asociado a proteinas constituyendo agregados de alto peso molecular
denominados proteoglicanos. Es un importante componente de la mayoria de los tejidos
de vertebrados e invertebrados y esta presente principalmente en aquellos que poseen una
gran matriz extracelular, como los que forman los tejidos conectivos del cuerpo, cartilago,
piel, vasos sanguineos, asi como los ligamentos y los tendones. El condroitin sulfato aporta
al cartilago sus propiedades mecanicas y elasticas, y le proporciona a este tejido mucha
de su resistencia a la compresién. El condroitin sulfato ha sido aislado de varias fuentes
naturales incluyendo las terrestres (bovina, porcina y cartilago de pollo) y especies marinas
como ballenas, tiburones, rayas, calamares, salmones, cangrejo real y pepino de mar pero
también se ha descrito en pequefios invertebrados como cnidarios, poliquetos y moluscos.
De todos ellos, el mas usado comercialmente es el procedente del cartilago de tiburdn.



Por otra parte el dcido hialurdnico es un glicosaminoglicano no sulfatado y constituye el
principal componente macromolecular de la matriz intercelular de muchos tejidos conectivos
como el cartilago, humor vitreo, el cordén umbilical y el tejido sinovial. Puede estar presente
en el cordén umbilical pero también en las crestas de los gallos ademas de algunos recursos
marinos como los peces cartilaginosos y el humor vitreo de diferentes especies de peces.
Presenta la propiedad de retener grandes cantidades de aguay de adoptar una conformacion
extendida en disolucion.

Hidroxiapatita: Mineral formado por fosfato de calcio cristalino (Ca10 (PO4)6(0H)2) que
representa el depdsito del 99% del calcio corporal y 80% del fésforo total. Constituye
alrededor del 60-70% del peso seco del tejido déseo, haciéndolo muy resistente a la
compresion. Algunas empresas comercializan hidroxiapatita bajo el nombre comercial de
calcio marino.

Lecitinas_marinas (fosfolipidos): Poseen un elevado contenido en acidos grasos omega
3 lo que hace que sean nutrientes atractivos para ser empleados en aplicaciones anti-
inflamatorias, en dietas con bajo contenido en grasas, en la mejora de la actividad cerebral
y en el balance del ratio de dcidos grasos omega 3y 6. Los fosfolipidos marinos poseen una
alta biodisponibilidad de DHAy EPAy son perfectamente estables contra la oxidacién mucho
mas que los triglicéridos o etil-ésteres como los aceites de pescado. Algunas empresas
ofrecen un producto denominado Lecitinas naturales marinas LC, que consiste en una gama
de extractos aceitosos y pastosos con una composicion de fosfolipidos marinos que varia
entre el 10 y 60%, los cuales son ricos en DHA 'y colina.

Lipoproteinas: Macromoléculas compuestas por proteinas y lipidos que transportan
masivamente las grasas por todo el organismo. Son esféricas, hidrosolubles, formadas por
un ntcleo de lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) cubiertos con una capa
externa polarde 2nm, formada por apoproteinas, fosfolipidosy colesterol libre. Estabilizan los
lipidos (triglicéridos, fosfolipidos, colesterol, etc.), en un entorno acuoso como es la sangre.
Se clasifican en diferentes grupos segun su densidad. Algunas empresas comercializan
lipoproteinas extraidas a partir de diferentes especies de pescado como las del pescado azul
(sardina, jurel y caballa) o moluscos bivalvos como el mejillon.

Otros polisacdridos y oligosacdridos: Se trata de biomoléculas formadas por la unién de
una gran cantidad de monosacdridos. Se encuentran entre los gltcidos, y cumplen funciones
diversas, sobre todo de reservas energéticas y estructurales. Estos compuestos llegan a
tener un peso molecular muy elevado, que depende del nimero de residuos o unidades de



monosacaridos que participen en su estructura. Los polisacaridos pueden descomponerse,
por hidrdlisis de los enlaces glucosidicos entre los residuos, en polisacaridos mas pequefos,
asi como en disacaridos 0 monosacaridos. La unién de dos a nueve monosacaridos ciclicos
mediante enlaces de tipo glucosidico da lugar a los oligosacaridos.

La rama de la biologia que se ocupa del estudio de la estructura, biosintesis y funcién de los
sacaridos que pueden existir de manera pura o combinados con otras moléculas bioldgicas
para formar gliconjugados, se denomina glicobiologia. En la actualidad algunos centros
de investigacion y empresas biotecnoldgicas trabajan en este campo de la biologia dado
que ofrece un enorme potencial para el descubrimiento de nuevos farmacos obtenidos a
partir de sacaridos u otras moléculas que actdan como diana en la biosintesis y funcién de
estos azlcares.

Entre la gran variedad de moléculas de origen marino, los polisacaridos sulfatados de las
algas poseen una gran importancia econdémica demostrada por la amplia aplicacién que
poseen en laindustria alimentaria y medicina ademas de no poseer ningiin homalogo en los
organismos terrestres. Ademas de las microalgas, también se pueden obtener polisacaridos
a partir de otros invertebrados marinos (cnidarios, poriferos, moluscos, anélidos, crustaceos,
equinodermos o braquiépodos), peces y bacterias.

Moléculas y péptidos bioactivos: Las moléculas bioactivas o biomoléculas son aquellas
producidas por un organismo vivo, incluyendo macromoléculas de gran tamafo como las
proteinas, polisacaridos, lipidos y dcidos nucleicos asi como moléculas de pequefio tamafio
como metabolitos primarios, secundarios y productos naturales, que presentan unas
caracteristicas y propiedades particulares y de aplicacién para el campo de la biomedicina.
Existen gran cantidad de moléculas bioactivas de origen marino identificadas hasta la
fecha, algunas de las cuales han sido sometidas a largos estudios de investigacion y de ahi
que se encuentren en fase preclinica o incluso como parte de productos farmacéuticos en
el mercado.

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos inactivos en el interior de una
proteina precursora, que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su liberacion
mediante hidrdlisis quimica o enzimatica. Generalmente, son péptidos de pequefio tamafo,
de 3 a 20 aminoacidos, aunque en algunas ocasiones pueden exceder esta longitud, que
son liberados durante el procesado industrial de los alimentos, o bien durante la digestion
gastrointestinal. Tras la administracién oral, los péptidos bioactivos pueden ejercer su
efecto, entre otros, sobre los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunolégico y nervioso.



La literatura cientifica evidencia que estos péptidos pueden atravesar el epitelio intestinal y
llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica, pudiendo ejercer funciones especificas a
nivel local, en el tracto gastrointestinal y a nivel sistémico. Dentro de estas actividades, los
péptidos bioactivos podrianinfluiren el metabolismo celulary actuar comovasorreguladores,
factores de crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores.

Polifenoles: Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas presentes tradicionalmente
en plantas y caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula. Los
polifenoles se dividen generalmente en taninos hidrolizables, que son ésteres de acido
galico de glucosa y otros azucares; y fenilpropanoides, como la lignina, flavonoides y
taninos condensados. Algunos estudios indican que los polifenoles pueden tener capacidad
antioxidante con potenciales beneficios para la salud. Podrian reducir el riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares y cancer.

Algunos autores han encontrado polifenoles en productos marinos como la Zostera, cuyas
hojas poseen un contenido en acido rosmarinico superior al del propio romero.

Polimeros: Los polimeros son macromoléculas (generalmente orgdnicas) formadas por la
union de moléculas mas pequefas llamadas mondmeros. El almiddn, la celulosa, la seday
el ADN son ejemplos de polimeros naturales, y entre los polimeros sintéticos, encontramos
el nailon, el polietileno y la baquelita. Existen numerosos polimeros de origen marino
de potencial interés para el disefio y fabricacién de biomateriales y armazones proteicos
(scaffolds) en el campo de la biomedicina.

Protamina: Proteina ligada al ADN de los espermatozoides del esperma de salmdn. Posee
varias aplicaciones cosméticas pero también se emplea como inhibidor de la actividad de
la lipasa, estimulando la actividad de los agentes quelantes de radicales libres. En cuanto
a las propiedades farmacéuticas figuran la de neutralizar la heparina in vivo y retrasar el
efecto de lainsulina. Como propiedades bioquimicas presenta gran afinidad cromatografica
y transferencia génica.

Proteinas: Las proteinas son moléculas formadas por cadenas lineales de aminodacidos. Por
sus propiedades fisico-quimicas, las proteinas se pueden clasificar en proteinas simples,
que por hidrdélisis dan solo aminoacidos o sus derivados; proteinas conjugadas, que por
hidrélisis dan aminodacidos acompanados de sustancias diversas; y proteinas derivadas,
sustancias formadas por desnaturalizacion y desdoblamiento de las anteriores. Las proteinas
son indispensables para la vida, sobre todo por su funcion plastica, pero también por sus
funciones biorrequladoras y de defensa. Las proteinas desempefian un papel fundamental



para laviday son las biomoléculas mas versatiles y mas diversas. Son imprescindibles para el
crecimiento del organismo. Realizan una enorme cantidad de funciones diferentes.

Algunas empresas comercializan un concentrado proteico de pescado bajo la forma de
autolisado de pescado, un producto resultante de la digestion de tejidos de pescado por
sus propias enzimas, de manera que se obtiene una predegradacién de las proteinas en
polipéptidos, oligopéptidos y aminoacidos. La fraccién proteica constituye alrededor de un
80% del peso total.

También cabe destacar la proteina adhesiva de mejillon o MAP. Existen numerosas
referencias bibliograficas en las que se evalta la MAP para su uso potencial in vivo incluyendo
el trasplante de condrocitos humanos o cirugia oftadlmica. Hoy en dia, el producto médico
se comercializa como adhesivo seco que se activa en contacto con el tejido vivo. Algunas
empresas ofrecen el producto como una cinta adhesiva doble con el film adhesivo aplicado a
ambos lados de un polimero hiodegradable. La MAP para uso clinico se encuentra en estudio
preclinico y evaluacion toxicoldgica.

Quitina y quitosdn: Descubierto en 1859, el quitosano (o quitosan) es una molécula presente
de manera natural en la concha de los crustaceos. Se trata de un polisacarido compuesto por
unidades de D-glucosamina y N-acetil glucosamina que se repiten. El quitosano se produce,
comercialmente mediante la desacetilacion de la quitina, que es un elemento estructural
del exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos, gambas, langostas, etc.). Es un bioadhesivoy
puede ligarse a las superficies cargadas negativamente tales como las membranas mucosas.
Debido a esta propiedad fisica, permite el transporte de principios activos polares a través
de las superficies epiteliales, siendo ademas hiocompatible y biodegradable. Las cualidades
de purificacion de los quitosanos estan disponibles en aplicaciones biomédicas. El quitosano
y sus derivados, como el trimetilquitosano (compuesto en el que el grupo amino ha sido
trimetilado), han sido empleados en el transporte de genes no viricos. El trimetilquitosano
0, incluso, el quitosano cuaternizado se han mostrado capaces de hacer transfeccién de las
células malignas del cancer de pecho.

Sales de ADN: Se trata de ADN altamente polimerizado, también denominado HPDR y que
esta formado por largas fibras de ADN extraido a partir del esperma de salmén salvaje.
Gracias a sus propiedades médicas, este material ha sido empleado en varios farmacos,
como biopolimero bien de manera oral o en formato inyectable asi como en aplicaciones
nutracéuticas. Entre sus propiedades destacan la de ser un antioxidante, cicatrizante,
estimulante y carece de efectos tdxicos. Es biocompatible y biodegradable. También se



puede emplear en purificaciones bioguimicas y diagndsticos. Ademas del ADN sodio también
se puede producir, ADN calcio, ADN magnesio, ADN cinc, ADN cobre entre otros.

Transportadores de oxigeno: Se trata de un tipo de transportadores de oxigeno especificos
desarrollados enbase ala estructurayfuncién de los pigmentos respiratorios de invertebrados
(hemoglobina extracelular en anélidos y hemocianina en crustaceos). Estos transportadores
presentan numerosas aplicaciones como la conservacion de drganos mediante la
oxigenacion del érgano trasplantado y la disminucidn del riesgo de rechazo. Otra aplicacién
es la funcionar como apdsito que aporta oxigeno a heridas hipdxicas de Ulceras y que no
poseen en la actualidad una solucién terapéutica. Dado que la falta de oxigeno impide el
proceso de cicatrizacion y el crecimiento celular de las heridas, el uso de este apésito aporta
grandes ventajas que radican en la adicién de hemoglobinas directamente a la matriz del

apodsito aportando oxigeno extra a Ia herida.
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