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1. RESUMEN

El Sol es la principal fuente de energia de nuestro planeta, este emite radiaciones
entre las cuales se encuentra la radiacion UV. Aunque esta no llega en su totalidad a
la superficie terrestre el flujo se ha incrementado debido a la perdida de la capa de
ozono, provocando un aumento de dafnos inducido por RUV para la mayoria de los
organismos vivos. Para reducir estos dafios es necesario buscar compuestos que tengan
actividad antioxidante y/o fotoprotectora. Los arrecifes de coral experimentan altos
flujos de radiacién UV, por lo que los organismos marinos que conforman estos
ecosistemas deben de estar provistos de mecanismos antioxidantes y fotoprotectores.
En cnidarios se reporta que las moléculas encargadas de la fotoprotecciéon son los
aminoacidos tipo micosporina (MAAs), las cuales actian como pantalla ante la RUV y
algunas de ellas posseen actividad antioxidante. Debido a lo anterior el objetivo del
presente estudio fue determinar la presencia de compuestos antioxidantes y
fotoprotectores del coral Pseudodiploria clivosa y de la anémona Actinostella
flosculifera, ambas especies forman parte del Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV).

La recolecta de llevo a cabo en dos arrecifes que conforman el SAV, Isla Verde para el
coral y la Gallega para la anémona, esto debido a que la abundancia de ambas especies
varia en cada arrecife.

Se realizaron extractos metanolicos de ambas especies. Del coral se obtuvieron dos
partes, un residuo sélido y un extracto cristalino. De la anémona se obtuvéd solo el
extracto metandlico. Se obtuvieron los espectros electromagnéticos en la regién UV-B,
ambas especies presentaron maximos de absorcién en esta region.

La actividad antioxidante se evalué mediante la decoloracion de radical (DPPH?®),
ambos extractos mostraron actividad antioxidante discreta.

La actividad fotoprotectora fue determinada mediante un médelo de muerte celular
bacteriana, expuestas a la RUV con y sin protecciéon. El residuo sélido del coral
protegid a las bacterias hasta los 6 min, y el extracto de anémona las protegio hasta
los 10 min; mientras que el control negativo (MeOH) sélo las protegio hasta los 3 min.
Ya que el rendimiento del extracto de anémona se procedié a aislar sus componentes
mediante técnicas cromatograficas, las fracciones fueron analizadas por
espectrofometria de infrarrojo, s6lo 7 de estas mostraron grupos caracteristicos de las
MAAs. Los resultados obtenidos por el analisis IR de estas fracciones, el espectro
electromagnético del extracto de anémona y la comparacién con la literatura nos lleva
a inferir que en el extracto de anémona las MAAs que posiblemente estén presentes
sean porfira y shinorina.

"“ Resumen
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2. INTRODUCCION
2.1. EL Sol

El Sol es una esfera gaseosa, sus principales componentes son el Hidrégeno y el Helio,
dentro de él y debido a las altas presiones dichos elementos llevan a cabo reacciones de
fusion y fisién nuclear; el hidrégeno del nicleo se transforma en helio liberando una
rafaga de energia en forma de radiaciones electromagnéticas, las cuales van perdiendo

intensidad en su camino a la superficie terrestre (Fligge et al, 2001; Garcia 2010).

La radiacién emitida por el Sol comprende una variedad continua y muy extensa de
longitudes de onda que va, desde los rayos gama hasta las ondas de radio pasando por

los rayos X, ultravioleta (UV), infrarrojo (IR) y microondas (Libkind et al, 2004).

Desde hace mas de 3000 millones de afios, cuando las cianobacterias poblaban los
océanos, éstas cambiaron la composiciéon atmosférica, ya que al producir oxigeno este
se fue acumulando en ella y al alcanzar la estratdsfera, se transformé en ozono. Este
suceso, dada la capacidad de este gas para absorber la radiacién ultravioleta (UV), fue
lo que permitié el desarrollo de la vida sobre la superficie del planeta Tierra (Agusti,

2007).

En la actualidad, la capa de ozono sigue protegiendo de la RUV tanto a la superficie
terrestre, como a la de los océanos, sin embargo, esta capa ha sido alterada durante los
ultimos afos, debido principalmente a actividades antropogénicas, cuyo resultado es
un agujero presente especialmente en la Antartida y un adelgazamiento de esta capa
en el ecuador y en los polos (Agusti, 2007). Debido a lo anterior se ha incrementado el
flujo de radiaciéon UV sobre la superficie terrestre y los sistemas acuaticos (Donat-P et

al, 2005).

La mayoria de los procesos que ocurren en la Tierra tienen su origen ultimo, en la
energia que proviene del Sol, por lo tanto, la atmédsfera juega un papel importante en
la distribuciéon de calor. En ella se encuentra una mezcla de gases que incluye al
ozono, este gas es responsable de filtrar las radiaciones més energéticas de la RUV

antes de llegar a la tierra (Lowe et al, 1997).

N ‘ Introduccion
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En 1932 en el congreso sobre la luz en Copenhagen, Dinamarca, William Coblentz
propuso dividir el espectro ultravioleta en 3 regiones UV-A (315-400 nm), UV-B (280-
315 nm) y UV-C (< 280 nm) (Lentner et al, 1992)

La radiaciéon UV-C es la de mayor energia y, por tanto, la mas dafina de la radiacion
UV, no obstante, aunque la concentraciéon del ozono se redujera drasticamente, la
atmosfera todavia seria capaz de filtrar en su totalidad la radiaciéon solar UVC
incidente, ademas de que ésta no se produce de forma natural en la superficie
terrestre. La radiacion UV-B es absorbida casi totalmente por el ozono, aunque a
medio dia representa un 10% de la radiacién total que llega a la tierra y el 1.65% de
ella puede alcanzar la superficie terrestre. Esta radiacién tiene un grave impacto
bioldégico sobre los seres vivos terrestres y acuaticos; debido a que la absorciéon estos
fotones muy energéticos dada su reducida longitud de onda, por parte de diversos
componentes celulares, puede generar el desprendimiento de electrones con la

consecuente generacion de radicales libres (Agusti, 2007).

Por ultimo, la radiaciéon UV-A es la mas cercana al espectro visible, se considera menos
dafiina, por tener menor energia, practicamente no es filtrada por el ozono y tiene un
papel importante ya que participa como activador de diversos mecanismos bioldgicos
de fotoprotecciéon y reparacién; (Agusti, 2007) y en la sintesis de la vitamina D.
Aproximadamente llega un 90% a la superficie terrestre (Lowe et al, 1997). Cabe
aclarar que la radiacién UV-A también produce dafios ya que su mayor longitud de
onda penetra con mayor intensidad en las células epidermales y dermales estimulando

la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Garmyn et al, 2007)
2.2. Efectos de la RUV en los seres vivos

La RUV provoca dafnos sobre las células vivas que pueden ser de dos tipos directos e
indirectos. Los directos son provocados por la incidencia directa de los rayos UV y
estos afectan a las macromoléculas como proteinas, ADN y ARN resultando en su
degradacién o transformacién por lo que la funcién bioldgica se dafia o se pierde, por
ejemplo en el ADN se forman dimeros de pirimidima por unién covalente entre dos
pirimidimas adyacentes en la misma cadena, y también se pueden formar

fotoproductos denominadas pirimidin-piromidona 6-4 (6-4PP), aqui la unién se lleva a

w ‘ Introduccion
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cabo en los carbonos 6 y 4 de las bases adyacentes de timina; y los indirectos, estos se

producen cuando la radiacion UV es absorbida por compuestos intermedios los cuales

producen ERO y otros radicales libres, estos son altamente reactivos y pueden oxidar o
alterar los componentes celulares (Libkind et al, 2004). Por otra parte, las ERO
también participan en muchas funciones celulares ya que son intermediarios de rutas
metabdlicas, sin embargo la producciéon de éstas varia significativamente debido al
gradiente dado por los factores ambientales, por lo que estas defensas antioxidantes
mantienen a las ERO en un estado estacionario bajo para prevenir el estrés oxidativo

y el dano celular (Lesser, 2006).

Los antioxidantes juegan un rol importante en los sistemas biolégicos que incluyen
sefnalizacién celular, rutas y defensa contra el dafo oxidativo; la actividad
antioxidante intracelular previene el dafio causado por ERO; estas se producen como
un producto del funcionamiento celular normal, las cantidades excesivas causan
efectos daninos en el ADN, el ARN y proteinas, que, en teoria, contribuyen a la
fisiologia del envejecimiento y pueden estar implicados en muchas enfermedades
humanas, como la aterosclerosis, el cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares

y neuroldgicas como la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson (Alencar et al, 2015).

Todos los organismos tenemos mecanismos de control ante la RUV entre los cuales se
encuentran las moléculas absorbentes de RUV como son compuestos fendlicos entre los
cuales se encuentran flavonoides y fenilpropanoides, ademas carotenos, las
micosporinas (MAAs) en los animales, uno de los principales compuestos capaces de
absorber la RUV es la melanina (Cockell et al,1999). Otra linea de defensa con la que
contamos los seres vivos son los antioxidantes que se clasifican en dos categorias
enzimatico y no enzimatico; la primer linea de defensa corresponde al sistema
enzimatico que incluye a enzimas como la superédxido dismutasa, catalasa, glutatiéon
peroxidasa, tiorredoxina reductasas y al glutation reductasa, el segundo sistema el no
enzimatico trabaja en paralelo con el primer sistema y es tutil especialmente cuando el
primero se satura en él se incluyen al glutation, bilirrubina, flavonoides, vitamina A, C

y E (Zamora,2007).

Cuando estos mecanismos de defensa fracasan las biomoleculas afectadas por RUV

activan sus sistemas propios de reparaciéon como en el ADN se llevan a cabo por

o ‘ Introduccion
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escision en el cual el fragmento danado y previamente reconocido los cortan y pegan el
nuevo fragmento que ha sido sintetizado por la ADN polimerasa, otro mecanismo es la
fotoreactivaciéon esta se lleva a cabo por una enzima, la fotoliasa la cual revierte la
dimerizacién separando el anillo del ciclobutano de los dimeros de pirimidina

restableciendo las bases nitrogenadas a su forma original (Garcia,2010).

La RUV se considera un carcinégeno completo porque induce y promueve el cancer de
piel. Actia como un iniciador al provocar y fijar mutaciones en el genoma de la célula.
Posteriormente, actiia como promotor al activar varios sistemas de trasduccién de
seflales en la membrana celular que estimulan la proliferaciéon de las células

transformadas que van a desarrollar el carcinoma (Ziegler et al, 1996; Garcia, 2010).

El cancer de piel es el mas frecuente en el ser humano, en los ultimos afos ha
aumentado; en México hay un subregistro de casos, pues la mayoria de ellos no causan
mortalidad (Gutierrez, 2003). El cancer de piel se presenta de dos maneras los no
melandémicos, el tipo mas comun, que incluyen el cancer de las células escamosas y
los canceres de células basales; y los melanomas que son el tipo mas grave y que se
desarrolla en los melanocitos (Freedberg et al, 1999; Gutiérrez, 2003). En una nota
periodistica publicada por El Fianciero la Fundacién Mexicana para la Dermatologia
(FMD) en 2014 informé que en México el cancer de piel ocupa el segundo lugar de

incidencia en México.
2.3 Radiacion en sistemas acuaticos

La vida se originé bajo condiciones de ausencia de ozono por consecuencia con niveles
altos de radiacién UV-B, por lo que debido a la exposicién a la radiacion la proteccion
UV, y las caracteristicas fisicas y quimicas cambiantes desde entonces en los océanos,
han debido ser un importante caracter en la evolucién de los primeros eucariotas y por

lo tanto, en el proceso de seleccién natural (Korbee et al, 2006).

Hace algunos afios se pensaba que los organismos acudticos no sufrian dafios por la
radiacién UV, ya que se creia que esta era absorbida en los primeros centimetros de la
superficie. Los efectos de la RUV en los sistemas acuaticos incidentes sobre los
organismos seran diferentes dependiendo de cémo sea transmitida en la columna de

agua pues depende de cuatro factores: el agua la cual es un filtro natural que absorbe

b ‘ Introduccion
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de forma diferencial la RUV y a mayor profundidad penetran mayores longitudes de
onda, esto es menos energéticos; los compuestos disueltos, la materia inanimada y los

organismos fotosintéticos (Kirk, 1994; Helbling, 1997).

Debido al descubrimiento del agujero en la capa de ozono y al avance en las técnicas de
investigacion de productos naturales marinos, fue que se pudo evaluar el impacto de la
radiacién debajo del agua; en la actualidad se sabe que la radiacién UV penetra varios
metros (Fig. 1) por lo que el dafio oxidativo puede ser observado en los organismos

acuaticos (Korbee et al, 2006).

Fig. 1 Penetracion de luz UV en el océano.
(Modificado de https://manoa.hawaii.edu/exploringourfluidearth/physical/ocean-depths/light-
ocean).

Fue hasta la década de los 50’s cuando se dieron grandes avances en la taxonomia de
organismos marinos y el desarrollo en el buceo hizo que la recolecciéon de muestras
para la investigacién de estos en el océano fuera accesible; este campo de expandid

durante los afios 70°s y 80"s (Patifio, 2013).

De igual forma los métodos de extraccion y elucidacién estructural han tenido gran
avance y la adecuada eleccion de sitios de recolecta es un aspecto clave en la bisqueda
de nuevos productos marinos; lo que hace que los sitios con mayor diversidad sean los
mas populares para las investigaciones; ademas esta tendencia se combina con ciertos

phylla y metabolitos en particular (Keck et al, 2011; Patifio, 2013). La tendencia

quimica observada en invertebrados marinos son metabolitos derivados de mevalonato

como los mas abundantes, seguido de aminas y amidas; mientras que los derivados de

o ‘ Introduccion


https://manoa.hawaii.edu/exploringourfluidearth/physical/ocean-depths/light-ocean
https://manoa.hawaii.edu/exploringourfluidearth/physical/ocean-depths/light-ocean

Estudio de la actividad fotoprotectora y antioxidante del coral Pseudodiploria clivosay de la anémona Actinostella flosculifera pertenecientes al SAV.

2017

nitrogeno y acetato constituyen las cinco primeras clases principales de metabolitos

encontrados en microorganismos marinos (Kelecom, 2002)

En términos de biodiversidad, el medio marino se encuentran entre los ecosistemas
mas ricos y complejos. Las condiciones quimicas y fisicas del medio han sido factores
importantes para la produccién de una variedad de moléculas con caracteristicas

estructurales tUnicas (Jain et al, 2008; Rocha et al, 2011).

Existe un creciente interés en los organismos marinos para explorar la bioactividad de
varios compuestos marinos asociados con la vida humana, en décadas recientes se ha
incrementado el descubrimiento de nuevas sustancias aisladas de organismos
marinos; estas sustancias son bilégicamente activas y pueden tener propiedades
biolégicas bien definidas (Blunt et al, 2014, Radjasa et al, 2011, Senthilkumar et al,
2013; Alencar et al, 2015), como son los que poseen actividad especifica, por ejemplo:
antitumorales, antimicrobiales, antimalaria, antituberculosis, antiinflamatorios, anti-
VIH, anti cancer, etc., han sido reportados de diversos organismos marinos (Rastogi et

al, 2010).

Aunque casi 18.000 compuestos han sido descubiertos ya que el campo de la
bioquimica comenzb a mediados de la década de 1960, s6lo un nimero muy limitado

han visto aplicacién industrial (Rocha et al, 2011).

La diversidad de compuestos quimicos en el ambiente marino puede deberse, en parte,
a la extrema competencia entre los organismos por el espacio y los recursos. Esta
hipotesis es referida a organismos sésiles, los cuales logran biosintetizar una
diversidad de compuestos quimicos o metabolitos secundarios, utilizados para la
defensa en un medio muy competitivo; pueden matar, sedar, o impedir el asentamiento
de otras especies, proporcionandoles ventajas evolutivas en la prevencion de la

depredacion y adherencia (Ordaz et al, 2010).

Otro factor importante que influye en la formacién de metabolitos secundarios son las
relaciones simbidticas que los organismos marinos poseen, estas relaciones pueden ser
mutualistas, parasitarias o patogénicas. En invertebrados los simbiontes incluyen

bacterias, y eucariotas unicelulares, como los dinoflagelados (Patifio, 2013).
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Los primeros programas del Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los EE.UU.
demostraron que los invertebrados marinos son una excelente fuente de moléculas con
potencial citotoxico, incluso mas que los organismos terrestres (Fenical et al, 2009:
Rocha et al, 2011). Por lo anterior, no es sorprendente que en los Gltimos 40 afios se
han dado importantes avances en el descubrimiento de farmacos marinos que han sido

registrados en los ensayos clinicos para el cancer (Hill et al, 2010; Rocha et al, 2011).

Ademas de la actividad contra el cancer, estos compuestos han demostrado ser una
fuente abundante de agentes farmacoldgicamente activos para la produccién de
entidades terapéuticas concluyendo por todo lo anterior que los organismos marinos
son una fuente importante de compuestos bioactivos (Glaser et al, 2009; Rocha et al,

2011).
2.3.1. Cnidarios como fuente de compuestos bioactivos.

El Filo Cnidaria es un grupo grande, diverso y ecolégicamente importante de
invertebrados marinos que incluye mas de 11000 especies existentes. La capacidad de
los cnidarios para producir toxinas potentes y venenos ha sido bien documentada. Sin
embargo, la investigacién adicional ha demostrado que productos naturales marinos
producidos por cnidarios son mas que toxinas y venenos. Mas de 3.000 productos
naturales marinos han descrito de este filo, mayormente en la ultima década. (Daly

2007; Rocha et al, 2011).

Los cnidarios se llaman asi por que poseen células especializadas, exclusivas y
caracteristicas de este grupo llamadas cnidocitos, los cuales tienen funcién
urticopunzante, que utilizan para atrapar a sus presas y defenderse de sus

depredadores (Hyman, 1940; Marshall y Williams, 1980; Gonzalez, 2005).

En este grupo se encuentran los corales, anémonas y medusas, la mayoria de ellos
mantiene una relacién simbidtica con un alga llamada zooxantella generalmente del
género Symbiodinium. Los corales constructores de arrecifes, lo cuales tienen una
distribucién vertical de 90 m o menos por debajo de la superficie, esta restriccién esta
dada probablemente por la relacion simbidtica que mantienen con las zooxantella que
viven en el tejido de los corales, estas requieren luz para la fotosintesis, el oxigeno es

aprovechado por los corales y las algas facilitan la formacién de depdsitos para el
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esqueleto de coral, pues la calcificacicon se acelera con la fotosintesis y es mas rapida

en organismos que contienen a este tipo de alga (Barnes, 1969).

La simbiosis presentada en los cnidarios no debe ser estudiada por separado ya que
esta ha dado lugar a nuevos perfiles metabdlicos y a una mayor competitividad. El
beneficio mas importante es nutricional ya que el simbionte conserva la capacidad
fotosintética y transfiere al hospedero el carbono organico producido por la fotosintesis;
mientras que el hospedero transloca nutrientes esenciales al endosimbionte como
nitrégeno, fosforo y compuestos de azufre, ademas de brindarle proteccién y habitat

(Muscatine, 1990; Furla et al, 2005).

En las interacciones metabdlicas se da un sistema de reciclaje de nutrientes, entre el
huésped y sus simbiontes, proporcionandoles una ventaja competitiva en las aguas
tropicales poco profundas y bajas en nutrientes (Yellowlees et al, 2008; Fournier,

2013).

En los corales, estos intercambios de nutrientes deben ocurrir a través de la
membrana del simbiosoma. Los antozoos han sufrido una serie de cambios fisiolégicos,
tales como la localizacién y actividad de sus enzimas, para transportar activamente
carbono inorganico del exterior a su endodermo interno y realizar mecanismos de
concentracién de CO:z. Los compuestos producidos por Symbiodinium son muy
diversos; el glicerol es el principal producto extracelular, pero otras moléculas incluyen
aminoacidos, glucosa, maltosa, moléculas del ciclo de Krebs, piruvato, etc.
Symbiodinium es el productor primario de la energia reservada de los corales y lo
hacen del acetato derivado del metabolismo del anfitrién (Gordon et al, 2010; Fournier,

2013)

En los arrecifes de coral, la fotosintesis y la calcificacién no ocurren de forma
independiente. El carbono inorganico disuelto (CID) necesario para la fotosintesis
también es utilizado para construir el esqueleto, compuesto por una fraccién mineral
(carbonato de calcio (CaCOs) cristalizado en aragonita) y una matriz organica. Los
simbiontes toman CO2 para la fotosintesis, esto favorece la precipitacién de CaCOs,
después eliminan fosfatos que pueden inhibir la calcificacién y potencian la

cristalizacion de CaCOs, la energia y el suministro de Oz al huésped aumenta su
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metabolismo y permite una calcificacion mas rapida (Tambutte et al, 2011; Fournier,

2013).

El nitrégeno se obtiene en forma de amonio NH4* o nitrito NHs ambos lo asimilan pero
el huésped es el responsable de la mayor parte de asimilacién este controla su
disponibilidad para las algas, asi regula la poblacién del simbionte. (Fig. 2) (Godinot et

al, 2011; Fournier, 2013).

Los invertebrados marinos que alojan a Symbiodinium se ven obligados a vivir en
aguas claras y poco profundas, en donde estan constantemente expuestos a altos
niveles de radiacién solar. Para contrarrestar el efecto de los niveles de luz nocivos,
sus simbiontes producen compuestos absorbentes de la RUV, como aminoacidos tipo
micosporina (MAAs); estas también tienen el potencial de actuar como depuradores de

radicales libres, entre otras funciones (Rosic, 2012; Fournier, 2013).
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En los arrecifes de coral esta asociacién los hace altamente productivos pues estos
soportan densas poblaciones de organismos marinos ya que contienen un cuarto de la

biodiversidad mundial marina (Reaka-Kudla et al, 1997; Furla et al, 2005).

Los arrecifes de coral proporcionan un habitat para aproximadamente un 25% de
especies marinas. Ademas estos ecosistemas proveen beneficios econémicos a través
del turismo y pesca. Sin embargo, las actividades humanas, incluyendo el desarrollo de
las zonas costeras, la pesca excesiva y la contaminacién han contribuido a una pérdida

global de mas del 10 por ciento de estos valiosos ecosistemas (Buddemeier et al, 2004).

Los sistemas arrecifales estan formados principalmente por corales escleractinios, y
otros actinarios como las anémonas que son tipicamente oligotréficos. Aunque la luz
solar determina el crecimiento de los corales, esta puede ser perjudicial pues altera la
relacién endosimbiética tanto en los corales como en las anémonas, un claro ejemplo es
el fenémeno de blanqueamiento que consiste en la decoloracién del tejido coralino
debido a la pérdida del alga fotosintética (Riegl et al, 2009; Buddeimer et al, 2004) el
cual se ha observado en los ultimos afios, asociado a una mayor intensidad de luz
(Dunlap et al, 2000). Otros factores que afectan a los arrecifes de coral son: el
incremento en las concentraciones de bidéxido de carbono (COg2) procedentes de la
combustién de combustibles fésiles, ya que esto impulsara un cambio en la quimica de

los océanos y el cambio climatico en general (Buddemeier et al, 2004).

Debido a lo anterior y a que los arrecifes de coral se desarrollan en aguas tropicales
relativamente transparentes a la RUV, y ya que no todos los organismos acuaticos
poseen movilidad ni capacidad para elegir su posicién en la columna de agua, como es
el caso para los corales y anémonas, para estos organismos su unica defensa consiste
en desarrollar mecanismos de proteccidn, los cuales resultan muy variados tras afios y

afnos de evolucién (Buddemeier et al, 2004).

Los corales y anémonas tienen mecanismos que protegen la fotosintesis y absorben la
RUYV daiina, pues la exposicién a altos flujos de RUV puede inducir la formacién de
ERO como es el superéxido (O*2), este anion es el primer radical producido durante el
estrés oxidativo y es removido por la super oxido dismutasa (SOD) que constituye la
primera linea de defensa; el oxigeno singulete (102) y perdxido de hidrégeno (Hz202)

son eliminados por las catalasas y peroxidasas. Otras enzimas antioxidantes son la

on
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glutation peroxidasa (GPx), la glutation-s-transferasa (GST). Las ERO pueden alterar
la sintesis de proteinas, dafar a las membranas celulares, y en particular el H2Oq
induce la formacién de un radical altamente reactivo el hidroxilo (*OH), el cual puede
impulsar el dafio oxidativo resultando en el blanqueamiento de los arrecifes de coral
(Furla et al, 2005). Otros sistemas antioxidantes con los que cuentan son los
pigmentos fotosintéticos como las clorofilas, los pigmentos carotenoides y los

antioxidantes liposolubles como es el B-caroteno y el a-tocoferol (Dunlap et al, 2000).

Otro mecanismo de defensa que tienen los organismos marinos como los cnidarios
contra la RUV es la biosintesis y acumulacién de moléculas que actiian como pantalla
a esta. Entre estas sustancias se encuentran las ficobiliproteinas, los fenoles, las
cumarinas y los aminodcidos tipo micosporinas (MAAs) que son de derivados imino-
carbonil de la ciclohexenona y tienen conjugado en el anillo sustituyentes
nitrogenados, aminoacidos o amino-alcoholes. La biosintesis de estas moléculas se
presume ocurre mediante un intermediario de la ruta del acido shikimico (Fig. 3), esto
ha sido motivo de discusién ya que los animales carecen de esta ruta, sin embargo en
los invertebrados y gracias a su relacién endosimbiética en donde hay intercambio de

nutrientes esta puede ser posible (Singh et al, 2008).

Glicolisis =3 Fosfoenolpiruvato + Eritrosa 4-P & Fotosintesis
Ciclo de las pentosas
3-Deoxi-D-arabino+Heptulosonato 7-P
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OH > »
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HOOH OH OH
Gadusol R=OH
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2\ l
N
o
OCH;
P OCH,
HO y
OH A HO ,
k OH Ny
CO.H k
Imino-MAAs CO.H
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Fig.3 Posible ruta biosintética de las MAAs a partir de un intermediario de la ruta del acido
shikimico. (Modificado de Korbee et al, 2006).
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Las MAAs actian protegiendo la relaciéon simbidtica, los efectos sinérgicos entre la
RUV y los organismos, ademas de las altas concentraciones de oxigeno. Tanto los
efectos de las MAAs como su abundancia estan en funcién de la cantidad de radiacién
recibida por el organismo asi como de la disponibilidad de moléculas para su

biosintesis (Dunlap et al, 1998a).

Las MAAs fueron descubiertas en 1961 por Tsujino y Saito, quienes encontraron un
compuesto al que le llamaron “sustancia 334” el cual absorbia la radiacion UV en algas
rojas. En 1965 fueron caracterizadas por primera vez en un hongo como metabolito
asociado a la esporulacién inducida por luz, pero no fue hasta 1976 que Favre-Bonvin;
Korbee et al, 2006., describieron la estructura quimica de una micosporina y fue
llamada micosporina-310, estos compuestos se han aislado de distintos organismos
como algas, cianobacterias y otros organismos marinos. La glicina es el aminoacido
mas comun presente en las MAAs; y estas se pueden encontrar intracelularmente y

extracelularmente (Fig. 4).

La absorcion maxima de las MAAs va desde los 310 nm a los 360 nm. Entre sus
caracteristicas fisicoquimicas figuran como anfolitos, su desnaturalizacién ocurre a
alta temperatura y son solubles en agua, ademas poseen alta fotoestabilidad y baja
emisiéon de fluorescencia lo que apoya a que tengan un papel como agentes pantalla o
fotoprotectores. Las funciones que se han atribuido a las MAAs son muchas entre las
que se encuentra la osmorregulacién, un posible papel en la reproduccién ya que en
algunos invertebrados marinos se han encontrado en altas concentraciones en el
periodo de desove (Bandaranayake et al, 1999; Korbee et al, 2006). Sin embargo el
papel mas importante y el mas documentado es quiza como fotoprotector, ya que estos
componentes son capaces de absorber longitudes de onda carta y de disipar la

radiacién absorbida sin producir ERO (Conde et al, 2000 citado en Singh et al, 2008).

o OCH 4

HO NH

COOH

Fig. 4 Estructura quimica de la micosporina-glicina (MG).
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Las MAAs han sido encontradas en diversos grupos taxondémicos de organismos
marinos como en los KEchinodermata, Chordata, Porifera, Mollusca, Arthropoda y
Cnidaria. En estos se han descrito 23 MAAs entre las que se encuentran micosporina-
glicina y asterina-330, shinorina, porfira-334, palitina, palitinol, paliteno,
micosporina-taurina y micosporina-2-glicina, entre otras (Dunlap et al, 1995; Korbee,
2006). Cabe destacar que en la revisiéon de Dunlap et al, 1998a mencionan que la
micosporina-gicina mostré una moderada actividad antioxidante sin embargo su rol

principal es de la fotoproteccion.
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3. ANTECEDENTES DE FOTOQUIMIOPROTECTORES EN CNIDARIOS

Alphonse Kelecom en el 2002 realiz6 un estudio de los metabolitos secundarios en

organismos marinos.

En 2002 Shick y cols., examinaron la incidencia de micosporinas en cuatro especies de
anémonas del genero Anthopleura siendo las mas frecuentes shinorina, porfira-334,

micosporina-taurina y micosporina-2-glicina.

En el 2004 Yakovleva y cols., estudiaron la importancia de micosporina-glicina en dos
especies de corales escleractinios, demostrando que es un antioxidante biolégico en el

tejido del coral y en la zooxantela.

Korbee et al, 2006 realizaron una revision sobre las MAAs reportando funciones, como
osmoreguladoras, posible papel en procesos reproductivos, fotoproteccién y
antioxidante ademas la posible ruta de biosintesis de estas, en diferentes organismos

incluyendo invertebrados marinos.

Banaszak et al, 2006 realizaron un estudio sobre la distribucién de MAAs en el caribe

mexicano determinaron MG esta presente en Pseudodiploria clivosa.

En 2009 Ahmad y colaboradores evaluaron la concentracion de MAAs en seis especies
de corales escleractinios de la costa oriental del Mar Rojo, evaluaron las
concentraciones a distintas profundidades y la mayor concentracién se encontré a los 5

metros de profundidad y la MAAs méas abundante fue Porfira-334.

Cubillos et al, 2014 su estudio se basé en determinar por medio de diferentes
tratamientos y en diferentes estaciones del ano si la concentracion de MAAs

aumentaba en la anémona Actinia tenebrosa.

Shahbudin et al, 2011 realizaron un ensayo de capacidad aox del coral suave
Dendronephyta sp. frente al radical DPPH®, no mostré resultados éptimos y le
atribuyeron este resultado a la gran cantidad de sales y a que no hay métodos

estandarizados para los cnidarios.

Ye Jin Lee, et al, 2015 determinaron la capacidad antioxidante, antimicrobiana y

hemolitica de la anémona Urticina crassicornis obtenidos de distintas como
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tentaculos, faringe, disco pedal, visceras y moco de la anémona. Los autores
encontraron que la actividad antioxidante solo se presentd en el extracto visceral a
una concentraciéon de 0,38-1,5 mg comparable a la del acido ascérbico 1 mM. Estos

datos los atribuyen a que los procedimientos utilizados no facilitaron la extraccién de

compuestos antioxidantes de la anémona.
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4. AREA DE LOCALIZACION DE LOS ORGANISMOS DE ESTUDIO
4.1. Sistema arrecifal veracruzano (SAV)

El SAV es uno de los arrecifes mexicanos de mayor importancia ya que representa el
sistema arrecifal mas grande de la regién centro del Golfo de México (GM), alberga la
mayor diversidad de especies arrecifales del oeste del GM, es el hogar de varias
especies protegidas muchas de las cuales son Unicas en el mundo (Horta et al, 2009).
Desde el punto de vista ecolédgico, genético y por su posicién geografica el SAV es un
punto estratégico importante en las rutas de dispersion de especies bénticas
arrecifales como son los corales escleractinios (Roberts, 1997, Jordan Dahlgren, 2004).
Ademas el SAV provee servicios ambientales como son: provision de alimento,
servicios de protecciéon a la costa frente a fenémenos naturales como huracanes
(Reyna-Gonzalez et al, 2014) y como regulador de ciclos biogeoquimicos produciendo
oxigeno y captando diéxido de carbono a través de la fijacion de calcio de los corales
escleractinios (Ortiz, 2011). Cabe resaltar que a pesar de que el grado de perturbacién
en el SAV es considerable (Horta-Puga, 2007) ha prosperado exitosamente no obstante
de desarrollarse en un ambiente de alta sedimentacién su capacidad de crecimiento
coralino no ha disminuido lo que evidencia una gran capacidad de resiliencia (Horta et

al, 2005).

Debido a lo anterior se optd por elegir a dos arrecifes del SAV para colectar los

organismos que se estudiaron en el presente trabajo.

El SAV (Fig. 5) tiene un origen postglacial (Carricart et al, 1993; Ramos 2003) y se
encuentra desarrollado sobre fondo de material bioclastico a unos 35 m de profundidad
(Emery 1963; Ramos 2003). Esta formado por bajos, islas y arrecifes situados en la
porcién interna de la plataforma continental (Pemex, 1987; Gonzalez 2003) y se
localiza entre las coordenadas geograficas 19°03’°007-19°14’15” latitud norte y 95°
47367-96°08’13” longitud oeste (Ramos 2003).
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Fig. 5 Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV).
(Modificado de Liddell et al, 2007).

El clima para esta zona esta considerado como tipo A (W2”)(W)([@’) escala de Koppen,
caliente-himedo con lluvias en verano y sequia intraestival con temperatura media

anual mayor a los 18°C (Soto y Garcia,1989; Ramos 2003).

El SAV esta conformado principalmente por corales escleractinios, entre los que
destacan los géneros Montrastea, Colpophylia, Siderastrea, Acropora y Pseudodiploria
entre otros, particularmente estos se han desarrollado en un ambiente de aguas
turbias generado por la desembocadura del Rio Jamapa (Horta et al, 2008). En cuanto
a la anémofauna los géneros que destacan son Stichodactyla, Aiptasia, Phymanthus,

Zoanthus, Palythoa y Actinostella entre otros (Gonzalez, 2005).

El SAV Los arrecifes que componen el Sistema Arrecifal Veracruzano SAV se
encuentran delimitados por los rios La Antigua al Norte y Papaloapan al Sur
(Gonzalez, 2005). Cada arrecife difiere en complejidad topografica, cantidad de CaCOs

depositada, riqueza de especies y cobertura viva (Gutiérrez et al, 1993a).

Debido a que la abundancia de corales y anémonas que existe en el SAV se estableci
que las especies de estudio fueran P. clivosa y A. flosculifera pues estas se han

desarrollado con éxito y ya que la abundancia de cada una de estas varia en cada
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arrecife que forman el SAV, se determind que el muestreo se llevara a cabo en dos
arrecifes de la parte norte, arrecife Isla Verde para el coral Pseudodiploria clivosa
(Ellis y Solander, 1786) v en La Gallega para el caso de las anémona Actinostella

flosculifera (Le Sueur, 1817).

4.1.1. Arrecife Isla Verde

Se ubica geograficamente a los 19°11°50” latitud norte y 96°04’06” longitud oeste
(senialado en verde Fig.5) (Carricart et al, 1993) es una formacién coralina cuya
plataforma arrecifal es de forma alargada en direccion NO-SE midiendo 1100m de
largo y 750m de ancho, la profundidad media es de 0.8m y el substrato esta constituido
por arena de origen coralino y restos de moluscos principalmente. Los corales mas
abundantes en la plataforma pertenecen al género Pseudodiploria y Siderastrea y en

menor proporcién Porites (Barba, 1998)

4.1.2. Arrecife La Gallega

Se localiza geograficamente en los 19°13’13” latitud Norte y 96°07'37” longitud Oeste
(sefialado en naranja Fig. 5). Por su origen es de tipo plataforma al igual que la
mayoria de arrecifes formadores del SAV esta formado por arena de origen coralino y
restos de moluscos principalmente, tiene una profundidad de entre 35 y 40m
(Carricart et al, 1993), actualmente corre a lo largo de la linea costera, a partir del
rompeolas Norte que protege y limita la entrada al puerto (Vargas, et al, 1993;
Gonzalez 2003). Los 6rdenes de anémonas que se encuentran en este arrecife son:
Zoantharia y Actinaria y estan condicionadas a zonas cercanas a la cresta arrecifal
(Gonzalez 2003), debido a que la mayoria necesitan un sustrato duro para fijarse, sin
embargo A. flosculiera, tiene su mayor abundancia en zonas arenosas y de Thalassia

(Tello-Musi Com. Per.)

G‘ Area de localizacion
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5. Descripcion de especies
5.1. Pseudodiploria clivosa (Ellis y Solander, 1786)

Pertenece a la Clase Anthozoa, son generalmente coloniales y siempre provistos de un
exoesqueleto calcareo (Carricart, 1985) Uno de los géneros mas abundantes dentro de
los arrecifes del atlantico y en especial de Veracruz es el género Pseudodiploria, en
este género se encuentran 2 especies que son: P. clivosa Ellis y Solander, 1786 y P.

Strigosa (Dana, 1846) (Barba, 1998).
Posicion sistematica de P. clivosa (Fig. 6) de acuerdo a Wells (1957) (Barba, 1998):
Filo: Cnidaria Hatscheck, 1888
Clase: Anthozoa Ehrenberg, 1834
Subclase: Hexacorallia Haeckel, 1896
Orden: Scleractinia Bourne, 1900
Familia: Mussidae Ortmann, 1890
Subfamilia: Faviinae Gregory, 1900
Género: Pseudodiploria Fukami, Budd & Knowlton, 2012

Especie: P. clivosa (Ellis y Solander, 1786)

Descripcion: Esta formado por colonias meandroides hemisféricas ligeramente
convexas. Con valles discontinuos de 3.4 a 5.8 mm de ancho y de 2 a 4 mm de
profundidad con mas de 31 escleroseptos por cm, exertos, con dientes unicuspidos,
completos, que presentan lébulos paliformes y se unen a una columela trabecular que
corre a lo largo de todos los valles, e incompletos arreglados alternadamente, (Goreau
y Goreau, 1959; Barba, 1998). Viven desde la superficie hasta profundidades de 90 m,
encontrando a la mayoria a no mas de 50 m, y el crecimiento mas exuberante a menos
de 20 m de profundidad puesto que la luz es esencial para un crecimiento vigoroso

para los corales formadores de arrecifes (Yedid, 1982).
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Fig. 6. Ejemplar de P. clivosa en el arrecife Isla Verde.
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5.2. Actinostella flosculifera (Le Sueur, 1817)

Son organismos sésiles, benténicos, exclusivamente marinos, solitarios y/o coloniales y
cosmopolitas que estan presentes en todas las latitudes y hasta profundidades de

10000 m (Daly, et al, 2008; Salgado 2013).

La especie Actinostella flosculifera (Fig. 7) habita generalmente en la region
intermareal, extendiendo su disco oral al nivel del fondo marino en aguas someras,

permaneciendo con la columna completamente enterrada (Gonzalez, 2005).
Posicion sistematica de A. flosculifera_ (Gonzalez, 2005)
Filo: Cnidaria Hatscheck, 1888
Clase: Anthozoa Ehrenberg, 1834
Subclase: Hexacorallia Claus, 1868
Orden: Actinaria Hertwing, 1882
Familia: Actiniidae Rafinesque, 1815
Género: Actinostella Duchassaing, 1850
Especie: Actinostella flosculifera, Le Suer, 1817

Descripcion: presentan un disco oral de 14-45 mm de didmetro. Cerca de 48 tentaculos
dispuestos en cuatro ciclos hexaméricamente cénicos, lisos, estrechos distalmente,
moderamente largos, los interiores superiores a los exteriores, contractiles, blancos,
semitransparentes con pequenos puntos circulares blancos dispersos. Columna de 20-
65mm de largo y un diametro de 15-30 mm, suave, pero con pequenas filas de verrugas
distalmente. Por encima de la verrugas se encuentra un collar marginal formado por
48 filas de pequenas papilas fusionadas, color café o verde olivo. Disco pedal bien
desarrollado, de 15-29 mm de diametro. Disco pedal y columna beige
semitransparente. Zooxantelas presentes. Cnidoma: basitricos, microbasicos p-

mastigéforos y espirocistos (tomada de Gonzalez et al, 2012)
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Fig. 7 Ejemplar de A. flosculifera en el arrecife La Gallega
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6. JUSTIFICACION

En los dltimos afios el interés en la bisqueda de nuevas moléculas con bioactividad se
ha intensificado debido a diferentes padecimientos en el ser humano; en el ambiente
marino, en particular en los arrecifes de coral sus caracteristicas fisicas y quimicas, asi
como factores como son la competencia por el espacio entre organismos y las relaciones
endosimbidticas que estos mantienen han desarrollado la capacidad para formar

moléculas con caracteristicas estructurales tinicas (Jain et al, 2008; Rocha et al, 2011).

Y ya que la vida tuvo su origen en el agua con altos niveles de radiacion UV-B los
organismos que se desarrollaron en esos escenarios como son los corales y las
anemonas resultan de gran interés para la obtencién de moléculas con actividad

antioxidante y fotoprotectora.

Debido al incremento de radiacién UV los humanos también se ven afectados por el
estrés oxidativo causado por las ERO esta acumulacién de dano oxidativo es en gran
parte responsable de la disminuciéon general de la salud que experimentamos con la
edad (Dunlap et al, 2002) y han sido asociadas a enfermedades neurodegenerativas
humanas, como: arterioesclerosis, artritis, demencia, envejecimiento, cancer, etc. es
por ello que el uso de antioxidantes, se estudia de forma intensiva, en diversas areas
de la salud. Actualmente, la incidencia del cancer de piel ha aumentado, la FMD
informé que en México el cancer de piel ocupa el segundo lugar de incidencia (FDM,

2014).

El cancer de piel se puede prevenir ya al utilizar compuestos bloqueadores o filtros
solares los cuales son capaces de absorber o reflejar la radiacion UV-A y UV-B
evitando asi la interaccién de esta con las células de la piel (Gutiérrez, 2003). Dado el
incremento de casos de cancer de piel en el mundo es importante aislar e identificar

nuevos compuestos que puedan proteger de los dafios causados por la RUV.

Es por esto que los océanos del mundo y su biota representan un recurso importante

para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos.
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7. PREGUNTA CIENT{FICA

En México no se cuenta con la informacién suficiente sobre los compuestos que
absorban la RUV en organismos marinos, sin embargo se han estudiado corales
escleractinios y anémonas en otras regiones del mundo, por lo que la pregunta

cientifica del presente trabajo es:

» (El coral Pseudidiploria clivosa y la anémona Actinostella flosculifera
que forman parte del SAV presentaran componentes que absorban la

radiacion UV-B y que posean propiedades antioxidantes?

8. HIPGTESIS

Los cnidarios Pseudodiploria clivosa y Actinostella flosculifera, presentan simbiosis
con Zooxantellas. Esto provoca que se expongan a la radiacién solar para que el
simbionte reciba luz visible y pueda fotosintetizar; entonces los cnidarios hospederos
tienen que tener mecanismos de proteccién mediante compuestos que los protejan del
posible dafio causado por la exposicion a la luz UV. Dichos compuestos podrian tener

actividad antioxidante y fotoprotectora.
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9. OBJETIVOS

9.1 General:

e KEvaluar la presencia de compuestos fotoprotectores y antioxidantes en el
extracto de coral Pseudodiploria clivosa y en la anémona Actinostella

flosculifera.
9.2. Particulares:
e Preparar los extractos metandlicos de coral y de anémona.

e Obtener los espectros de absorcién en la regién UV de los extractos metandlicos

de coral y anémona.
e Cuantificar el potencial antioxidante de los extractos.

e Determinar el efecto fotoprotector de los extractos mediante un modelo de

muerte bacteriana.

e Separar e identificar hasta donde sea posible los componentes fotoprotectores y

antioxidantes de los extractos.

P ‘ Objetivos
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10. ESTRATEGIA METODOLOGICA

La estrategia experimental se muestra en la figura 8, tanto al extracto metandlico de
coral como al de anémona, para ambos, se les realizé6 un estudio espectroscopico
mediante un barrido en la region UV-B del espectro electromagnético; posteriormente

se les evalto la capacidad antioxidante y la capacidad fotoprotectora.

Debido a los resultados obtenidos en las pruebas anteriores y al rendimiento de ambos
extractos se determiné que solo el extracto de anémona fuera fraccionado para separar

e identificar los componentes del extracto.

ogica
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

—

RECOLECTA

Pseudodiploria clivosa

Isla verde (11 org.)
550ml de tejidoen 4.9501de MeOH

Maceracion (MeOH)
Filtrado

Concentracionen rotavapor

Residuosolido Extracto eristalino

Barridoen la region UV

PRUEBAS BIOLOGICAS

Capacidad antioxidante (DPPH")

Efecto fotoprotector (modelo bacteriano)

Actinostella flosculifera

La Gallega (9 org. en 4.0501MeOH)

Maceracion (MeOH)

Concentracionenrotavapor

Extracto metanélico
|
Barridoen la region UV
PRUEBAS SEPARACION
BIOLOGICAS QUIMICA
Capacidad Cromatografia en
antioxidante columna (235
(DPPH*) alicuotas)
Efecto fotoprotector Cromatografia en
(modelo bacteriano) capafina (18
fracciones)

Espectrofotometria de Infrarrojo

Punto de fusion (1 fraccion)

Fig. 8 Estrategia metodologica.
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10.1 Recolecta
10.1.1. P. clivosa

Se recolectaron 11 organismos de la especie P. clivosa, mediante buceo libre, en el mes
de abril de 2010, en el arrecife Isla Verde en la zona de sotavento, a los cuales se les
extrajeron 50 ml de tejido a cada uno (Fig.9). El tejido se extrajo con jeringas y se
macerd en 450 ml de metanol (MeOH), obteniendo un total de 550 ml de tejido en
4.950 L de MeOH para usarlo en los ensayos de laboratorio. Los organismos fueron

identificados por el Dr. Guillermo Horta Puga.

Fig. 9 Extraccion de tejido de P. clivosa.

10.1.2. A. flosculifera

En el caso de la anémona, la recolecta se realizé en el arrecife La Gallega, mediante
buceo libre, en el mes de octubre de 2010. Los 9 organismos fueron extraidos de forma
manual y se conservaron en 4.050 L. de metanol hasta su uso en los ensayos. Los

organismos fueron identificados por el Biol. José Luis Tello Musi.
10.2 Obtencion de los extractos metanélicos de P. clivosay A. flosculifera.

Después de que los organismos se sometieron a maceracién a temperatura ambiente,
se sometieron a filtraciéon y se concentraron a presion reducida en un rotavapor
Laborota 4000 hasta obtener los sélidos totales en gramos. Para el caso del coral se
obtuvieron dos partes ya que al filtrarse se obtuvo un residuo sélido y posteriormente

un extracto cristalino.
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10.3. Obtencion del espectro de absorcion en la region UV de los extractos

metandlicos de P. clivosay A. flosculifera.

Para determinar la presencia de sustancias croméforas a la RUV se realizé un barrido
de 210 a 320 nm para el extracto de coral y de 200 a 400 nm para el extracto de
anémona en un espectrofotometro (UNICO 2800 UV/VIS) el cual mide la absorbancia
de cada extracto. So6lo los extractos que presentaron maximos de absorcién en la regiéon

UV-B fueron utilizados para los siguientes ensayos.

10.4. Determinacion de la actividad antioxidante de P. clivosay A.

flosculifera.

La actividad antioxidante de los extractos fue medida mediante la capacidad de
atrapar radicales libres usando el radical DPPH?*, el método consiste en determinar el
grado de decoloracién de una solucién metanédlica de DPPHe®, (Sigma D-9132) al 0.2%.
El DPPH como atrapador de radicales libres tiene una absorbancia maxima a los 517

nm, al ser reducido por un antioxidante pierde la coloracién (Fig.10).

7 R
No: oy M ¥ 5
/745\ A= //_\(\ S
\ 7N -
O,N \_ 9 N—NS + AOH O,N <\7 /) H N¢ + AO
<\ 7N \ Y/ \Q\
Nno, NnO, )
N N/

Fig. 10. Reduccion del radical difenil-picril-hidracilo (DPPH®").

La CAso significa la cantidad necesaria para reducir en un 50% al radical DPPH®, los
valores bajos de CAso indican un mayor potencial antioxidante. Para evaluar la CAso
de los extractos se obtuvo el porcentaje de decoloracién del DPPH®, de cada extracto a
diferentes concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 y 640 ppm. El porcentaje de
decoloracion se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacién (Joyeux et al., 1995;

Mathiesen et al., 1995):
A1
% de decoloraciéon = (A - X) =100

Doénde: A es la absorbancia del control y A1 es la absorbancia de la muestra.

Las sustancias de referencia que se usaron son butil-hidroxi-anisol (BHA) y a-tocoferol

en las mismas concentraciones, con los datos utilizados de forma rutinaria en el
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laboratorio. Como blanco se utilizara metanol. Se realizaron 4 repeticiones de cada
concentracién para cada extraccion del coral y 8 repeticiones de cada concentracién
para la anémona. Posteriormente se realiz6 un ANOVA simple para determinar las
diferencias significativas en la CAso de cada extracto, seguido de una prueba de Tukey

(Garcia 2010).

10.5. Evaluacién del efecto fotoprotector de los extractos metanélicos de P.

clivosay A. flosculifera.

Para evaluar la actividad fotoprotectora del extracto metandlico de coral se utilizé el
modelo de muerte celular de bacterias inducido por radiacién UV, propuesto por Avila
et al, 2005. El modelo consiste en que las suspensiones de bacterias se exponen a la
RUV con y sin proteccion, para determinar la constante de mortalidad (K) a partir de

curvas de sobrevivencia.

La bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) fue sembrada en caldo Mueller-Hinton
durante 12 horas a 37°C, cuando el crecimiento poblacional alcanzé una densidad
optica (550 nm) de 0.3, el indculo se centrifugé a 3500 rpm durante 5 minutos. La
pastilla fue suspendida en 100 ml de PBS (pH 7.0) para obtener un inéculo de
aproximadamente 107 bacterias/ml de acuerdo a la escala de Mc Farland la cual
consiste en una serie de patrones de turbidez previamente calibrados que contienen
1% de BaCls + cantidades crecientes de H2SO4 al 1%. Por lo tanto, en cada tubo se
origina un precipitado de BaSOs4, esto da origen a la turbidez. Consecuentemente hay
una equivalencia entre la turbidez de cada tubo y la concentracién de bacterias que

genera una turbidez similar (http:/www.biologia.edu.ar/microgeneral/micro-

ianez/14 micro.htm). Finalmente, esta suspensién bacteriana se colocé en cubetas de

cuarzo estériles (pye Unicam B538751 A de 1.0 mm de espesor) para posteriormente
ser irradiadas con y sin proteccion.

Las sustancias a evaluar (extractos metanolicos de coral y anémona asi como el control
negativo) se colocaron en las cubetas de cuarzo a una concentracién de 2.0 mg/ml,
usando el MeOH para disolver cada extracto. Como control negativo se utilizé el

solvente empleado para diluir cada una de las muestras a evaluar.
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Las unidades experimentales se formaron por la unién una cubeta con la sustancia a
evaluar y otra con las bacterias. Cada unidad experimental se coloc6 a 15 cm de una
lampara de luz UV-B (312 nm Spectroline EB-280C), (Fig.11) y fueron irradiadas a
diferentes tiempos. La dosis de irradiacion fue de 0.60 Joule/cm? (medido con un

radiémetro Spectroline DM-300HA) con intensidad de campo de 130 Watt/m?2.

Extracto o
compuesto
(2mg/ml)
Conteo de
l sobrevivientes

<
9 m
PR
uv | i
— —> 23
312 nm 38
et

c

\ ) UFC
Tiempo de exposicion
0.6 J/cm? T
15 em
E.coli
1078 bacterias/ml
K=Constante de mortalidad

Fig. 11. Modelo de muerte celular inducido por radiaciéon UV.
Moédelo propuesto por Avila et al, 2005 (Modificado de Garcia, 2010).

En cada tiempo de exposiciéon a la radicaciéon se tomarén muestras de 100 ul de cada
una de las unidades experimentales con y sin proteccidon, posteriormente se realizé el
conteo de microorganismos sobrevivientes mediante la técnica de UFC (Camacho et
al., 2009). En las muestras sin proteccién (cubetas Unicamente con solventes), el
primer tiempo de irradiaciéon fue de 30 segundos y posteriormente se aumentd el
tiempo de exposicion cada 30 segundos hasta los 5 minutos. A los 10 minutos de tomd
una ultima muestra. Para los experimentos con proteccién (extractos), los tiempos de
exposicion fueron de 30 seg, 1 min, 5 min, 10 min, y solo en el experimento con
extracto de anémona se adiciona un tiempo a los 15 min.

Los resultados fueron expresados graficando el logaritmo del nimero de sobrevivientes
con relaciéon al tiempo de irradiacién (curvas de supervivencia). De acuerdo a la

ecuacion de la recta donde la pendiente es considerada la contante de mortalidad.
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10.6. Fraccionamiento de los componentes del extracto metanodlico de A.

flosculifera

El extracto de A. flosculifera fue fraccionado mediante una cromatografia de columna
abierta (cca), primero se realizaron cromatografias de capa fina (ccf), para determinar
la polaridad del eluyente, el que presento mayor separacién fue de 95:5 acetato de
etilo-metanol (AcEt-MeOH); posteriormente en una columna se colocé 1 g de extracto y
se preadsorbio en celita y la columna se preparé con 40 g de gel silice.

La columna se eluy6é con mezclas de polaridad ascendente de AcEt-MeOH 95:5 hasta

llegar a MeOH.

Las alicuotas obtenidas fueron 235 las cuales se destilaron a presién reducida y se
analizaron por ccf, para agruparse de acuerdo a su similitud cromatografica, se
reunieron 20 fracciones, cabe mencionar que las dos primeras fracciones la Ay B no se
analizaron debido a que mostraron un patrén cromatografico complejo es decir estaban
1mpuros, para poder ser analizadas mediante la siguiente técnica (EIR), por lo que solo
se utilizaron 18 fracciones de las cuales a algunas de ellas se les realizé un decantado
debido a que sus caracteristicas cambiaron antes de ser analizadas por EIR, en total se

obtuvieron y analizaron 28 fracciones.

En la tabla 1 se resumen los sistemas de elucién empleados y las fracciones
resultantes, cabe aclarar que debido a que cambiaron algunas caracteristicas fisicas
como presencia de precipitados, ceras o cristales en algunas fracciones se obtuvo un
decantando y por lo que tanto a la fracciéon como a los sobrenadantes fueron analizadas
posteriormente por espectrofotometria de infrarrojo IR. Debido al bajo rendimiento de

cada fraccion el peso no fue determinado.
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Tabla 1. Fraccionamiento del extracto metandlico de A. flosculifera.

ELUYENTE PROPORCION | ALICUOTAS |DENT|(;:?A\\/CE|OP|E| DELA | DECANTADO
FRACCION
AcEt-MeOH 95:5 1 A
AcEt-MeOH 9:1 2-47 B
48 c
49y 50 D
51Y52 L L1
53118 - E-1/ E-2 (KBr)
AcEt-MeOH 85:15 79 79
93 93 931
119-136 F F-1
137-148 G G-1
149-152 H
153-159 | -1
160 Y 161 J
AcEt-MeOH 8:2 162Y 163 K
164-189 M M-1
185-192 N N-1
AcEt-MeOH 7:3 193-205 0
AcEt-MeOH 6:4 206-215 p P-1
AcEt-MeOH 5:5 216-225 Q
MeOH 100% 226-235 R
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10.6.1. Espectrofotometria de Infrarrojo

Todas las fracciones fueron analizadas por espectrofometria de infrarrojo (EIR) en el

equipo Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 2S.

La espectrofotometria infrarroja es una técnica de andlisis utilizada para identificar
un compuesto y/o investigar la composicién de una muestra. El espectro se divide en
regiones segun su aplicacién: IR cercano que va desde las longitudes mas altas del
espectro visible, es decir alrededor de los 700 nm hasta los 1400 nm; IR medio que va
desde los 1400- 3000 nm, este fue el utilizado en el presente estudio ya que en esta
region del infrarrojo se registran vibraciones de tensiéon de moléculas organicas, pues
estos presentan absorciones caracteristicas y relativamente invariantes, y por ultimo

el IR que va de los 3000 a los 10000 nm.

La radiacién infrarroja (RIR) provoca vibraciones moleculares. Una muestra en un
espectrofotometro IR y expuesta a longitudes de onda de RIR continuamente
cambiantes absorberd luz cuando la radiacién que incide corresponda al energia de
una vibracién molecular concreta, es decir cuando los 4tomos en una molécula vibran
alrededor de sus posiciones de equilibrio, en otras palabras cuando las moléculas estan

en este estado absorben la radiacion esta se registra y se obtiene un espectro infrarrojo

(Pine et al, 1988).

Existen dos formas de analizar las muestras, la primera es una muestra liquida, que
es prensadas entre dos planchas de sal de alta pureza, pues deben de ser
transparentes a la luz infrarroja; y las muestras sélidas se preparan mezclando una
cantidad de la muestra con una sal como es el bromuro de potasio, esta mezcla se
tritura y se prensa con el fin de formar una pastilla por la pueda pasar la luz, el
bromuro de potasio no absorbe la radiacién infrarroja por lo tanto no interfiere en los

resultados (Herzberg, 1945).

En la tabla 2 se muestran las condiciones para obtener los espectros de absorcion de

las fracciones en el espectro infrarrojo, como se observa las mayoria de las fracciones
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se prepararon en forma liquida pero con diferentes solventes y solo las fracciones E-2,

Q y R se prepararon en forma sdélida.

Tabla 2. Condiciones para obtener los espectros de absorcion de las fracciones.

Fraccién Eluyente
C,D,F, F-1, G, G-
1,H,J, M, M-1, N, Acetona

N-1, 0, L-1, E, E-1

I[I-1 K,

Acetato de etilo

P,P-1,1,93 931Y
79.

Metanol

E-2,Q, R

Bromuro de potasio

10.7. Punto de fusion

El punto de fusién se determiné con un aparato Fisher-Johns. Este parametro sélo se
determiné en las muestras del extracto cristalino de coral para indagar si se trataba
de sales organicas o inorganicas; y a 1 fracciones obtenidas del fraccionamiento del
extracto de anémona, pues estas cambiaron de forma fisica.
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1. Rendimiento de los extractos de P. clivosay A. flosculifera.

De los 11 corales colectados de la especie P. clivosa a los que les fueron extraidos 450
ml de tejido, se obtuvé un rendimiento total del 5.8 % en peso himedo. Se obtuvieron
26.2718 g en peso seco, al momento de filtrar y macerar se obtuvieron dos partes: 1° un

residuo sélido que fue de 0.3485 g y 2°un extracto cristalino de 25.9233 g.

El extracto cristalino del cual se obtuvé el mayor rendimiento no mostré actividad ni
antioxidante ni fotoprotectora, en esté se formaron sales organicas por lo que no se
descarta que haya compuestos con bioactividad. Mientras que el residuo sélido si
mostré actividad favorable para este estudio, sin embargo su rendimiento fue
insuficiente para poder realizar mas pruebas a distintas concentraciones y para poder

fraccionarlo para asi conocer sus compuestos con mayor certeza.

Para el caso de A. flosculifera de los 9 organismos colectados con un peso promedio
de 4 g, se obtuvé un rendimiento total del 3 %. Se obtuvieron 1.0859 g de sdlidos

totales.

El rendimiento de los extractos de organismos marinos es muy bajo debido al
contenido de agua y sales que estos presentan esto es una limitante para el andalisis de
nuevos compuestos bioactivos (Shahbudin et al, 2011), ademéas de que no se cuenta con
técnicas estandarizadas para la extraccion metandlica en cnidarios es por esto que
muchos estudios se quedan en la etapa de descubrimiento dificultando la creacién de
nuevas drogas (Patifo, 2013). Debido a lo anterior no se puede comparar con las
extracciones de material vegetal pues por ejemplo en el caso reportado para Yucca
periculosa Baker que de 1 kg de peridermis se obtuvd un rendimiento 241 g sélo de la
extraccion metandlica (Garcia, 2010), el cual es muy superior al rendimiento de los

extractos de coral y anémona.

En diversos estudios de productos naturales de origen marino se han buscado
metabolitos secundarios que pertenecen a la via del mevalonato encargada de
sintetizar terpenos principalmente. No obstante los compuestos derivados

nitrogenados y del acetato se encuentran dentro de las principales clases de
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metabolitos secundarios con los que cuentan estos organismos marinos como son los

cnidarios (Kelecom, 2002).

El presente estudio se enfoca en la busqueda de moléculas con propiedades
antioxidantes y fotoprotectoras como son las MAAs que pertenecen al grupo de

metabolitos nitrogenados que tienen las caracteristicas de ser polares (Wada, 2015).

En organismos como son los cnidarios se encuentran un gran gama de metabolitos
secundarios entre los cuales se encuentran terpenos, saponinas, esteroides, fenoles,
alcaloides entre otros, los cuales han despertado el interés de cientificos para
determinar un perfil farmacolégico ya que se han demostrado su efectividad en
tratamientos anticancerigenos, antiinflamatorios, antitumorales, etc. Con estructuras
organicas diferentes a los farmacos conocidos y con distinto mecanismo de accion.

(Hernandez & Hernandez, 2005; Ordaz et al, 2009)
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11.2. Espectro de absorcion en la region UV-B de los extractos metandlicos de
P. clivosay A. flosculifera.

11.2.1. P. clivosa

En la regiéon UV-B que va de los 280-320nm del residuo sélido del extracto de coral se
obtuvé un maximo de absorcién de 0.7 a 280 nm de longitud de onda, mientras que el
extracto cristalino a la misma longitud de onda presenté un maximo de absorbancia de
0.9 (Fig. 13); a partir de ahi hasta los 320 nm la absorcién fue disminuyendo hasta

llegar a una absorbancia de 0.3 a los 320 nm.

Pseudodiploria clivosa

09

038 =#—RESIDUO SOLIDO

o
o

o
in

= EXTRACTO

CRISTALINO
o N

Absorbancia

280 300 310 320

Longitud de onda en nm

Fig. 12 Espectro de absorcion de P. clivosa en la regiéon UV-B.

Sin embargo, el barrido en el espectro electromagnético se inicié a los 210 nm y a los
220 nm para el residuo solido y el extracto cristalino respectivamente y se obtuvieron
maximos de absorcién que corresponde a la regiéon UV-C, los resultados de la medicién
de absorcion del espectro electromagnético en toda la region en la que se realizo el

barrido fue desde los 210 nm a 320 nm se muestran en la tabla siguiente.
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Tabla 3. Maximos de absorcién del extracto metanodlico de P. clivosa.

Absorbancia
A nm 1% extraccion 2% extraccion
(pigmento) (sales)

210 2.7 *

220 * 3.7

280 0.7 0.9

300 0.5 0.5

310 0.4 0.4

320 0.3 0.3

*datos no obtenidos

Lo anterior nos indica que las dos particiones obtenidas del extracto metandlico si
presentaron al menos un pico de absorbancia en la regién UV-B, por lo que podemos
deducir que estan presentes distintos compuestos los cuales al mostrar absorbancia en

esta regidén se encuentran moléculas con actividad fotoprotectora.

El residuo sélido y el extracto cristalino de coral mostraron maximos, por lo que no se
descarta que se encuentren moléculas con bioactividad y en especifico con actividad
fotoprotectora. En cnidarios las moléculas fotoprotectoras son las MAAs, y se sabe que
estas son producidas en el coral gracias a la relacién simbidtica que mantienen con la
zooxantellas (Fournier, 2013). Conjuntamente si consideramos que en el residuo s6lido
presentd una coloracién verdosa se deduce que estaban presente una mayor cantidad
de simbiontes y estos niveles de absorbancia son semejantes a lo que reportado en
Banaszak et al. 2006, quien obtuv) espectros de absorcion de los organismos

simbiontes de distintas especies de coral.

También se ha reportado que en organismos como los corales existe una relacién entre
el clado del simbionte y MAAs, (Banaszak et al 2000; Barba 2004). Para P. clivosa se

reporta que el clado predominante es el B (Banaszak, 2006).

En un estudio realizado por Banaszak et al, 2000 se determiné que el clado B no
sintetiza MAAs en condiciones de cultivo sin embargo se desconoce si lo hace en el

ambiente natural y aunque se ha reportado que los corales solo tienen un tipo de
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simbionte perceptible (Ladeunesse 2002; Barba 2004). Debido a lo anterior, no se
puede descartar que existan poblaciones de otros clados como el A el cual si sintetiza
MAAs, pero colonias de este clado pueden ser no representativas y no detectables al

hacer diversos analisis (Barba, 2004).

En resumen, se puede inferir que en el extracto de coral no habia concentraciones
altas de moléculas fotoprotectoras, sin embargo esto no se descarta la presencia de

éstas y por lo antes mencionado estarian en bajas concentraciones.

Cabe aclarar que aunque el extracto cristalino si mostré un pico maximo en la regién
UV-B, los resultados no fueron favorables en las siguientes pruebas por lo que no se

exponen los resultados de los mismos.
11.2.2. A. flosculifera

El extracto metandlico de anémona presentd un pico maximo de absorcién en la regién
UV-C a los 225 nm con una absorbancia de 3.6, 2 maximos de absorcion en la region
UV-B a los 280 y 320 nm con una absorbancia de 1.3 y 1.5 respectivamente. Mientras
que en la regién UV-A solo se presentarén dos maximos de absorcién uno a los 330 nm

y otro a los 345 nm con una absorbancia de 1.8 y 1 respectivamente (Fig. 13).

Actinostella flosculifera

Absorbancia
) N w
oW N W !

=
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o

200 205 215 225 235 260 275 280 300 310 315 320 330 345 360 375 400
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engem Extracto de A. flosculifera

Fig. 13 Espectro de absorcion en la region UV del extracto metanélico de A.

flosculifera.
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Como podemos observar en la grafica el extracto de anémona presenté maximos de
absorbancia mayores a 1 en toda la regiéon UV. Esto nos indica que en este extracto se
encuentran en mayor concentracién con respecto al extracto de coral diversas
moléculas con bioactividad. En el presente estudio nos enfocamos en buscar
compuestos fotoprotectores y el extracto de anémona mostré al menos 2 maximos de
absorciéon en la region UV-B, lo cual es un buen indicador de que se encuentran

moléculas con actividad fotoprotectora.

Como ya se menciond, en cnidarios las moléculas que reportan actividad fotoprotectora
son las MAAs y sus espectros se caracterizan por mostrar A maximas especificas que
van de los 309 nm a los 362 nm (Karentz 1994, Carroll & Shick 1996); Korbee et al,
2006). El extracto de anémona mostré distintos maximos de absorcién en este rango y
aunque la espectrofotometria UV no es especifica para cada compuesto podemos inferir

que es posible que algunas MAAs estén presentes en el extracto de anémona.

El espectro de absorcion del extracto metandlico de A. flosculifera fue el que mostrd
maximos de absorbancién en las 3 regiones del UV, incluyendo el rango en donde se
encuentran A max de las MAAs. Esto también puede deberse a que las anémonas no
estan protegidas por un exoesqueleto calcareo como el coral P. clivosa que al ser un
coral escleractinio no puede estar desprovisto de este; por lo tanto las anémonas al
estar totalmente expuestas y enfrentarse a factores como el depredaciéon y competencia
por espacio y recursos deben de producir en mayor diversidad metabolitos que los

protejan del medio (Ordaz et al, 2009).

Las anemonas son una fuente viable para la obtencién de compuestos con potencial
farmacolégico por contener en su veneno, citolisinas, neurotoxinas, fosfolipasa,
inhibidores de proteasas y bloqueadores de canales de sodio y potasio (Garateix, 2003).
Ademas de sintetizar diversas especies de metabolitos secundarios (Kelecom 2003) por
lo que hace posible que el extracto metanolico haya arrastrado diversas moléculas que

absorben a diferentes longitudes de onda de entre los 200 a 400 nm.

Por dltimo, y no siendo menos importante, ambos extractos de las especies mostraron
maximos de absorcion en la regién UV-C. En el caso del P. clivosa el residuo sélido a

los 210 nm con una absorbancia de 2.79 y el extracto cristalino a los 220 nm con una
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absorbancia de 3.7 (datos mostrados en la tabla x). Y en A.flosculifera a los 225 nm con
una absorbancia de 3.6. Lo anterior se explica porque en cnidarios estan reportados
compuestos halogenados, los cuales absorben en la regién UV-C; el cloro en lugar de

bromo es el halégeno dominante (Kelecom 2002).

11.3. Evaluacion de actividad antioxidante

11.3.1. P. clivosa

La actividad antioxidante s6lo se presentd en el residuo sdlido de P. clivosa con un
porcentaje de decoloracion del radical DPPH® del 67.27 % a una concentraciéon de 640
ppm del extracto (Fig. 14). La capacidad antioxidante media (CAso ppm) fue de 390.7 +
38.92 ppm, mientras que la sustancia BHA (antioxidante de referencia) fue de 15.05 +
0.8 ppm y a-tocoferol es de 9.13 + 0.4 ppm, (Garcia, 2010). Lo anterior nos indica que

la capacidad antioxidante del residuo sélido es baja en comparacién de los controles.

Capacidad antioxidante de P. clivosa (residuo s6lido)
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Fig. 14. Capacidad antioxidante del residuo sélido de P. clivosa con un porcentaje de
decoloracién del 67.27% a los 640 ppm. En rojo la CAso del residuo s6lido con valor de 390.7+
38.92 ppm

Shahbudin et al 2001, realizaron un estudio de actividad antioxidante con el radical
DPPH?* en extracto crudo de un coral en este obtuvieron una CAso menor a 1000 ug ml-

1 a una concentraciéon del DPPH* 2 ug ml-!. Los autores atribuyen que sus resultados
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se deben a que los compuestos extraidos pueden ser labiles, o las mismas condiciones
de pH, luz, temperatura, aire, hayan afectado en cualquier parte de la extraccion. Esto
factores también pudieron haber influido en el presente estudio pues estas condiciones
se encuentran en todos los ambientes, asi como quiza sea necesario un mayor nimero

de organismos para realizar los ensayos.

El efecto antioxidante observado en el extracto de P. clivosa fue bajo en comparacién a
los controles. De acuerdo a la literatura se puede atribuir a que en esta especie la
Unica micosporina que aloja este organismos es micosporina-glicina (MG); esta es la
Unica micosporina reportada con actividad antioxidante y acttia capturando radicales
libres (Banaszak et al, 2006). Cabe destacar es que la absorbancia de la MG pura llega
apenas al 0.8 de absorbancia a una concentraciéon de 10 ul, a 310 nm (De la Coba,
2007) lo cual es importante para este estudio ya que de estar presente MG en el
extracto de P. clivosa es semejante con la absorbancia que se obtuvo en este estudio. A
pesar de lo mencionado pueden estar presentes otros compuestos antioxidantes, los
cuales se encuentran en todas la células animales, y solos o en combinaciéon con MG

pudieron dar el efecto antioxidante.

Con respecto al presente estudio podemos concluir que la actividad antioxidante en los
corales es muy variable esto puede deberse a que cada especie tiene diferentes
mecanismos de proteccion antioxidante. Ademds no se cuenta con técnicas
estandarizadas para la extraccién de compuestos antioxidantes en cnidarios. Sin
embargo no se descarta la presencia de estos pues tanto en la literatura citada y en el
presente estudio en particular se observé un efecto antioxidante lo cual quiere decir
que si existen compuestos antioxidantes pero no sabemos en qué cantidad se pudieran

encontrar, ni cuales son los responsables de la actividad antioxidante.

El extracto cristalino no mostré actividad antioxidante, pues no se observd
decoloraciéon en el ensayo, se propone que fue debido a que quiza los compuestos
antioxidantes se encontraban en el residuo sélido. Otra razén es que se concentr6 una
gran cantidad de sales en esta lo cual pudo interferir en el ensayo asi como factores
ambientales, lo que pudiera haber ocasionado que el ensayo fue inexacto (Shahbudin

et al, 2011).
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11.3.2. A. flosculifera

El extracto de anémona presentdé un porcentaje de decoloracién del 46.43% con una
concentracién de 640 ppm, con una CAso de 718.57 + 32.6 ppm (Fig. 15) la cual se
obtuvo extrapolando y al igual que en el caso de P. clivosa. Los controles utilizados
fueron la sustancia BHA (antioxidante de referencia) fue de 15.05 + 0.8 ppm y «-
tocoferol es de 9.13 + 0.4 ppm, lo que nos indica que la capacidad antioxidante del

extracto de anémonas es baja en comparacién con los controles.

Capacidad antioxidante de A. flosculifera (extracto)
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Fig. 15. Capacidad antioxidante del extracto metanoélico de A. flosculifera. En azul la
CAso del extracto con valor de 718.57 + 32.6 ppm.

En el estudio de Ye Jin Lee et al, 2015 realizaron extractos de diferentes partes de una
anémona y determinaron la capacidad antioxidante de estos mediante el método de
DPPH a una concentracién 0.2 mM, no obtuvieron resultados significativos de
decoloracion del radical DPPH en sus diferentes extractos los cuales sumergieron en
agua precalentada y le afadieron acido acético para posteriormente hervirlos y al final
fueron homogenizados sobre hielo; ellos atribuyen los resultados a la técnica utilizada

para su ensayo.
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En el presente estudio la técnica de obtencién de extraccién fue distinta a la de Ye Jin
Lee et al, 2015 sin embargo los resultados igualmente no fueron favorables pues a las
640 ppm de concentracién del extracto apenas se alcanzd una decoloracién del 46.43 %.
Esta decoloracién indica que si existen compuestos antioxidantes, pues las anémonas
al igual que muchos organismos marinos que viven en relacién simbidtica y ya que
esta genera ambientes de hiperoxia, deben de contar con sistemas antioxidantes que
les ayuden a moderar estas condiciones (Dykens et al, 1992). De igual forma que en los
corales estarian otros tipos de antioxidantes (como pueden ser las MAAs reportadas
para organismos marinos y como ya se mencioné solo la MG es la que aporta un efecto

antioxidante).

Cabe mencionar que en un estudio realizado por Banaszak, et al, 2006, reporta para el
orden Actinaria la presencia de MG, Porfira y Shinorina. Sin embargo y por lo anterior
al encontrarse otros tipos de micosporinas no sabemos en qué cantidad pudiera
presentarse MG en el extracto metandlico de A. flosculifera, la cual le pudiera
porporcionar un efecto antioxidante sin omitir que estén presentes otros mecanismos

de proteccion frente al dafio oxidativo.

Con este ensayo podemos concluir solo de forma cualitativa que si hay compuestos
antioxidantes presentes en el extracto de A. flosculifera. Otras razones a las que se le
puede atribuir los resultados son: al igual que en el extracto de coral pueden influir ser
factores ambientales, el método de extraccidén, concentracién de sales y la fragilidad de

los componentes en organismos marinos.
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11.4. Evaluacion del efecto fotoprotector
11.4.1. P. clivosa

La capacidad fotoprotectora de ambas partes del extracto metandlico de coral y del
control negativo que fue con metanol fueron evaluadas por el modelo bacteriano
propuesto por Avila et al., 2005; Garcia 2010. Los resultados se muestran en la figura

16.
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Fig. 16. Muerte celular inducida por RUV en E. coli: experimentos con proteccién (residuo

sélido y extracto cristalino de P. clivosa) y control negativo sin proteccién

El control negativo sin proteccién (metanol) presenté una K=-1.16 mientras que el
residuo sélido presenté una constante de mortalidad K=-0.08, mientras que del
extracto cristalino se obtuvé una K=-0.06, esto nos indica que el residuo sélido si
presenta actividad fotoprotectora, ya que protege a las bacterias el doble de tiempo
que el control, y el extracto cristalino s6lo las protege al primer minuto. Esto puede
explicarse debido a que en el extracto cristalino se encontraron una gran cantidad de
sales organicas, lo cual se comprobd al determinar el punto de fusién que fue de 260°

C, y las moléculas con capacidad fotoprotectora reportada en cnidarios; las MAAs,
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estas en su estructura incluyen un aminoacido los cuales al tener grupos amino y acido

estos son susceptibles a la ionizacion, por lo que se pueden agrupan en forma de sales.

El ajuste de una curva exponencial a una recta indica que el efecto de la luz UV-B
sobre la poblacién de E. coli es de un solo impacto, ya que solo se presenta una recta
con un valor Unico para la pendiente (K) (Davis y Dulbecco, 1996; Garcia, 2010). La luz
altera a un componente celular importante que compromete la sobrevivencia de las
bacterias por lo que en los primeros minutos de exposiciéon deja sin oportunidad a estos
organismos de activar mecanismos que de reparacién que permitan su viabilidad

(Garcia, 2010).

En organismos marinos se han identificado compuestos que absorben y que los
protegen contra efectos dafinos provocados por altos flujos de RUV; en corales
incluyen dano a ADN y proteinas, oxidacion de lipidos de membrana e inhibicién de
fotosintesis de algas. Estos compuestos son las MAAs los cuales tienen diferentes roles
en corales como ya se ha mencionado estan implicados en la fase reproductiva,

osmoregulacién etc., (Shick & Dunlap, 2002).

Los corales escleractinios se han adaptado a aguas poco profundas donde el nivel de
radiacién es alto. Se sabe que las MAAs estan presentes en el tejido coralino para
absorber luz UV la cual liberan como calor (Kuffner 2002; Ahmad, 2009). Estos
compuesto son capaces de disipar eficazmente la radiacion absorbida sin producir ROS
(Conde et al, 2000; Singh et al, 2008). Esta propiedad podria estar relacionada con la
capacidad de las MAAs de bloquear la formaciéon de fotodimeros de timina y se ha
propuesto un amortiguamiento del estado de excitacién de las moléculas de timina
mediante un proceso de transferencia energética directa de las MAAs relajandose

posteriormente estas y disipando el calor (Misonou et al, 2003; Korbee et al, 2006).

Se han elaborado estudios en los cuales determinaron la cantidad de MAAs de acuerdo
a ciertas estaciones del afio (verano e invierno) (Ahmad, 2009), mientras que en otros
estudios las han cuantificado batimétricamente, lo que se observa es que a mayor
profundidad se encuentran en menor cantidad debido a que la exposicién a la RUV va

disminuyendo cuando la profundidad aumenta (Dunlap et al, 1986).
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Todos los estudios en los cuales se han analizado difetentes variables como batimetria
y concentracién de MAAs segun la época del afio que han sido reportados, asi como los
resultados de este proyecto nos llevan a la conclusiéon de que sin duda los corales
escleractinios sintetizan MAAs ya sea a través de su dieta, debido a la relacién

simbidtica que mantienen con la zooxantella y por obtencién propia (Singh et al, 2008).

En el presente estudio los resultados obtenidos en el experimento de fotoproteccién
también se pueden explicar con lo que se ha reportado en diversas investigaciones ya
que la época de colecta no fue realizada en el verano que es cuando se ha reportado un
incremento de produccion de MAAs, y ya que solo se extrajo el tejido de coral el
rendimiento del residuo sélido fue de 0.3485 g, bajo en comparaciéon con lo reportado
en Ahmad que obtuvo un rendimiento de 8g de extracto utilizado para determinar
cada una de sus variables. Mientras que en el presente estudio se obtuvdé un
rendimiento total de 26.27 g de lo cual 25.92 g pertenecen al extracto cristalino el cual
no mostré actividad fotoprotectora. Por lo anterior, se deduce que se necesita hacer
una purificacién de esta extracciéon pues como se mencioné la los aminoacidos de las
MAAs pudieran haberse agrupado en forma de sal, asi como utilizar una mayor
cantidad de organismos para obtener en mayor proporcién del residuo sélido la cual si
mostré actividad fotoprotectora ante las bacterias, y también para poder realizar el

ensayo a diferentes concentraciones.

Cabe resaltar como ya menciono en el apartado de resultados de actividad antioxiante,
en 2006 Banaszak et al, reportaron que la Gnica micosporina presente en P. clivosa es
MG, la cual tiene un rol sobresaliente como antioxidante mas que como compuesto
fotoprotector, esto no quiere decir que no lo tenga, sin embargo se conoce que también
actiia como antioxidante (Korbee, et al 2006). Esto también respalda los resultados del
experimento de fotoproteccion pues si los responsables de este efecto fueron las MAAs

solo se encontraria segun lo reportado MG.
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11.4.2. A. flosculifera

El extracto de anémona presenté una K=-0.46 (Fig. 17) lo que nos indica que si tiene
actividad fotoprotectora ya que protegen a las bacterias de la muerte celular inducida
por la RUV casi el triple de tiempo que el control negativo el cual presenté una K=-

1.16.

Actinostella flosculifera
9
=
s
57
-
£
25
o4
m
o3
bt
¥,
[0 — -
0 2 4 & 8 10 12 14 16
Tiempo en min
# A flosculifera @ Control negativo
y=-0.4611x+8.127 y=-1.2007x+7.3743
R?=0.8763 R?*=0.9844

Fig. 17. Muerte celular inducida por RUV en E. coli: experimento con proteccion (extracto
metandlico de A. flosculifera) y sin proteccidén control negativo (metanol).

Las moléculas que actuan como filtros solares en cnidarios son las MAAs, tanto en
anémonas como en corales y tienen la misma funcién pues se considera que
desempefian un papel importante en la proteccién de anémonas de mar a partir de
dafios inducidos por UV-B. Al igual que en el coral se han elaborado ensayos en
diferentes estaciones del afio (verano- invierno) lo se comprueba que las MAAs son
sintetizadas en mayor cantidad en la época de verano pues estos organismos las
utilizan como defensa a altas radiaciones UV. También se han documentado niveles
elevados de MAAs en especies marinas en organismos que viven en entornos
Intermareales y submareales, con concentraciones que disminuyen con el aumento de

la profundidad del agua (Cubillos et al, 2014).
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Ya que el extracto de A. flosculifera mostré que a los 10 minutos de ser irradiadas las
bacterias aun habia sobrevivientes se concluye que si hay compuestos fotoprotectores

como las MAAs, aunque no se pudo elucidar en que cantidad estan presentes.

Para A. flosculifera no se ha reportado que MAAs estdn se encuentran presentes en
esta especie especificamente. Sin embargo en un estudio realizado en Actinia
tenebrosa, especie relacionada a nivel de familia con nuestro ejemplar de estudio,
indican que las MAAs encontradas son MG-2, porfira-334 y shinorina, de estas
ninguna esta reportada con actividad antioxidante (Cubillos et al, 2014). Esto también
se revalida con en el estudio realizado en el que de igual forma esta relacionado con
nuestra especie a nivel de familia, en los cuales se mencionan las mismas
micosporinas presentes solo agregan una mas encontrada que es micosporina-taurina
(Banaszak, 1995). Por lo anterior se sugiere que algunas de estas micosporinas
pueden estar presentes en el extracto y son las responsables de los resultados
obtenidos en el presente estudio, pues son los encargados de la fotoproteccion en

cnidarios (Shick, et al 2002).

Por lo anterior y debido a que el rendimiento del extracto fue de 1.08 g, se procedi6 a

realizar aislamiento de los componentes del extracto de A. flosculifera.
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11.5. Espectrofotometria de Infrarrojo de las fracciones obtenidas del

extracto de A. flosculifera.

Las 28 fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto de coral se analizarén por
espectrofotometria de infrarrojo (IR). Primero, se interpretaron de acuerdo las tablas
de analisis reportadas por Shiriner et al, 2004, en las cuales se encontraron diferentes
grupos funcionales caracteristicos, como son el grupo alcohol (OH), acido carboxilico
(COOR), éter (R-0O), amino(NH2)* e imino (RH=C). Los espectros de absorcion en el IR
de cada fraccién se compararon con reporte publicados por Garvita et al, 2013, y Avital
et al, 2006, en los cuales se identificaron y analizaréon por FTIR a shinorina, porfira-
334 y a una alicuota que present6 los mencionados grupos caracteristicos de las MAAs.

Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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CLAVE DE GRUPOS FUNCIONALES BASICOS PRESENTES EN LAS MAAs OBSERVACIONES
IDENTIFICACION OH O-R c=0 COOH, COO’, 0 C=C NH: | RN=C ARTICULOS
3200-3550 (b.s) 1085-1150 (s, 1125) 1690-1750 (s) 1710-1780 (s) 3300-3500(m)
C v v
D v v [5], [45]
L v v v v v v [45]
L1 v v v [45](100%) *ac. graso
E v v v v [45](100%) *ac. graso
E-1 v v v v [45]
E-2 (KBr) v F [45]
79 v v v [45]
93 7 7 7 7 fas)
931 v v v v 5], [45](100%) *aC. graso
F v v 4 [5]), [45]
F1 v v [5], [45]
G v [5), [45]
G1 7 7 7 7 1], [45]
H v v v [45]
1 v v v v [s], [451{100%)
-1 s v v v
T v 7 7 7 v [45](100%)
K v v v v [5), [45](100%)
M 7 v 7 7 (5], [45)
M1 v v 7 v (5], [45]{100%)
N v v v 'd [5], [45] (100%)
N-1 v v v (5], [45]
0 7 7 I (5], [45](100%)
P v 7 {45)
P-1 v v v v {51, [45]
Q (KBr) v (5], [45]
R (KBr) v (5], [45]

Tabla 4. Se muestran los grupos funcionales caracteristicos de las MAAs que cada fracciéon presentd y en sombreado las
fracciones que mostraron una mayor cantidad de estos grupos y los nameros en el apartado de observaciones
corresponden a la coincidencia con lo reportado para las MAAs porfira y shinorina; mientras que donde se indica acido
graso es porque el espectro de infrarrojo muestra una forma semejante a la de estos compuestos.
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De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 4 se determind que hay 7 fracciones
que muestran los grupos amino y carboxilo. Esto esto es relevante ya que las MAAs en
su estructura quimica tienen conjugado en su anillo sustituyentes nitrogenados
(amino o imino), aminodcidos o sus aminos- alcoholes, (Fig. 18). los espectros se

muestran y explican a continuacién.

COOH COOH
N
OH
OCH, N N
OH OH
OCH, OCH,
OH :
OH NH
k OH OH
COOH OH NH OH NH
Asterina-330 = By
Amax=330nm Shinorina I orﬁ.rfl-.i.M
Amix=334nm (O YH Amax=334nm COOH
COOH
O k
OCH, N
OCH,
OH
OH NH OH
OH NH
Micosporina-Gli
Amsn=310nm COOH Micosporina-2- Gli
Apax=334nm (COOH

Fig. 18. Estructuras quimicas y maximos de absorcion de 5 MAAs identificadas en
organismos acuaticos. (Modificado de Korbee et al, 2006).

Los espectros de infrarrojo que no fueron decisivos para este estudio por no tener

presentes la mayoria de grupos funcionales caracteristicos se muestran en un anexo.
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Los espectros concluyentes para este estudio son los de las fracciones: L, E-1, 93, G-1,
J, K, y N del extracto de anémona. A continuaciéon se muestra la simbologia (tabla 5)

utilizada para su andlisis asi como la literatura con la que fue comparada.

COLOR GRUPO FUNCIONAL

e | Alcohol (OH)

——— | Eter R-O-R)

= | Ceto (C=0)

= | Ac. Carboxilicos (COOH)

Amina (NHb»)

Comprueban la presencia del grupo

funcional correspondiente

Tabla 5. Simbologia utilizada en el presente estudio para la identificacién de los
grupos funcionales caracteristicos de las MAA’s en los espectros de infrarrojo.

Las bandas sefialadas con la estrella de 4 puntas, corresponden a lo reportado por
Garvita et al, 2013. En este aislaron MAAs de un extracto de dos especies de
Anabaena por HPLC en cual encontraron un pico desconocido a este pico le realizaron
un analisis FTIR con el cual concluyeron que era una micosporina, ya que muestra los
grupos funcionales caracteristicos de estas, como son los grupos OH, NH:* y grupos

COOH.

@ En este también le realizaron un andlisis FTIR a una fraccién purificada de
Shinorine las bandas que coinciden se sefialan con un diamante.

* Analisis FTIR de Porphyra-334 Micosporina aislada de extracto metandlico de
Aphanizomenon flos-aquae (AFA) por Avital et al, 2006.
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Espectro de la fraccion L
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cm-1

600.0

Espectro 1. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion L.

201 Grupo alquilo- general
401 Compuesto hidroxi- grupo hidroxilo no ligado

4911 Compuesto carbonilo- clase 11 (Consulte el diagrama de estructura del PSU)
4916 Compuesto carbonilo- clase 16 (Consulte el diagrama de estructura del PSU)

4920 Compuesto carbonilo- posiblemente tipo amida

4924 Compuesto carbonilo- cetona o posiblemente compuesto amida.

El espectro de la fraccion L muestra dos picos, ambos practicamente con el mismo %
de transmitancia el primero muestra una banda a 3886.32 y la siguiente a 3751.17;
esto es una senal caracteristica del grupo amino NH*y ya que se observa un pequefio
sobretono se infiere que se trata del grupo imino, otra sefial a 3379 indica la presencia

del grupo OH. Ademas se observan el grupo ceto con una banda a 1734.26, a 1611.03

del anién carboxilo y a 1124.19 la banda corresponde al grupo éter.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013; solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.
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Espectro de la fraccion E-1
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Espectro 2. Espectrofotometria de infrarrojo de la fracciéon E-1

201 Grupo alquilo- general
4920 compuesto carbonilo- posiblemente tipo amida

En el espectro de la fraccién E-1, se observan dos picos caracteristicos de las aminas
primarias con una banda a 3897.69 y otra a 3771.24 con casi el mismo % de
transmitancia, la banda a 3373.14 comprueba la presencia del grupo imino. La zona
circulada y con banda a los 1640.73 es también es una sefial caracteristica de que esta
banda corresponde al grupo carboxilo.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013; solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.
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Espectro de la fraccion 93
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Espectro 3. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion 93.
201 Grupo alquilo-general
401 Compuesto hidroxi- grupo hidroxilo no ligado
4911 Compuesto carbonilo- clase 11 (Consulte el diagrama de estructura del PSU)
4924 Compuesto carbonilo- cetona o posiblemente compuesto amida

4942 Compuesto carbonilo. Cetona conjugada o amida terciaria

En el espectro de la fraccién 93, se observan dos bandas con casi el mismo % de
transmitancia una a 3885.96 y la otra a 3749.33 son caracteristicas de la presencia del
grupo amino mientras que la banda a 3392.62 comprueba la presencia de este grupo.
También se observa a 1731.74 el grupo ceto, mientras que las bandas 1610.14 y

1129.03 indican el anién carboxilo y grupo éter respectivamente.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013; solo coinciden 3 de las 5 bandas reportadas.
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Espectro de la fraccion J
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Espectro 4. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion J.

201 Grupo alquilo-general

204 Grupo alquilo- sustituyente de cadena larga

3504 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente arilo sustituido

3513 Ester de 4cido carboxilico- general

4911 Compuesto carbonilo- Clase 11 (Consulte diagrama de estructura de PSU)
4915 Compuesto carbonilo- Clase 15 (Consulte diagrama de estructura de PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

4928 Compuesto carbonilo- Alifatico con cadena larga

La zona circulada en el espectro de la fraccién J indica la presencia del grupo amino y
debido a su forma puede tratarse de un amina primaria; Las bandas a 1739.88 y a
1611.47 indica la presencia del grupo ceto y anién carboxilo respectivamente mientras
que las bandas a 1174.32 asi como las dos bandas punteadas a su alrededor en 1037.85

y 1244.53 indican la presencia del éter vinilico.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013.
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Espectro de la fraccion K
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Espectro 5. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion K.

201 Grupo alquilo- general

208 Grupo alquilo-sustituyente de metilo

1401 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente alifatico

1407 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente acetato alifatico

1413 Ester alifatico- diéster o sustituyente de cadena larga

4905 Compuesto carbonilo- clase 5 (Consulte diagrama de estructura de PSU)

4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

En el espectro de la fraccion K, la banda que se observa a 3476.25 corresponde al

grupo amino y debido a sus caracteristicas de tamano y forma se puede indagar en que
se trata de una amina secundaria. Las bandas 1737.03 y 1611.11 indican la presencia
del grupo ceto y el anién carboxilo mientras que las bandas a 1166.94 asi como las dos
bandas punteadas a su alrededor una en 1043.73 y 1234.97 indican la presencia del
éter vinilico.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013.

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro de la fraccion N
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Espectro 6. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion N.

202 Grupo alquilo- general

205 Grupo alquilo- compuesto de cadena larga

401 Compuesto hidroxi- grupo hidroxilo no ligado

402 Compuesto hidroxi o amino- general

405 Amino o posiblemente compuesto hidroxi (Consulte diagrama de estructura PSU)
2915 Amina aromatica- arilo sustituido guanidina o hidracina

4911 Compuesto carbonilo- clase 11 (Consulte diagrama de estructura PSU)

4913 Compuesto carbonilo- clase 13 (Consulte diagrama de estructura PSU)

4916 Compuesto carbonilo- clase 16 (Consulte diagrama de estructura PSU)

En el espectro de la fraccién N, la zona circulada con bandas a 3892.15 y 3765.69
corresponden al grupo amino por su forma se puede inferir que es una amina primaria;
mientras que la banda a 3366.10 comprueba la presencia del amino y del grupo OH.
La banda a 1738.76 indica la presencia del grupo ceto y la de 1622.46 del anion

carboxilo.
q* Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013; solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro de la fraccion G-1
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Espectro 7. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion G-1.
201 Grupo alquilo- general
4904 Compuesto carbonilo- Clase 4 (Consulte diagrama de estructura PSU)

49424911 Compuesto carbonilo- cetona conjugada o amida terciaria

En el espectro de la fraccion G-1, se observa a 3356.11 que corresponde al grupo amino
y otras dos a 1744.11 y 1610.40 indican los grupos ceto y aniéon carboxilo
respectivamente.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013; solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas
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Como se observa en los 7 espectros de las fracciones del extracto de anémona, estos
muestran los desplazamientos propios de grupos funcionales caracteristicos de las
MAAs, en todos se encuentran presentes los grupos amino y carboxilo. Lo anterior
comprueba que las moléculas que se encuentran en el extracto de A. flosculifera muy
probablemente se traten de MAAs, ya que también hay sefiales del grupo alcohol y el
éter en alguno de los casos éter vinilico, este se forma cuando esta unido a una doble

ligadura como se observa en las estructuras mostradas en la figura 17.

Debido a los resultados arrojados en la espectrofotometria de infrarrojo y a lo que se
ha reportado se puede concluir que las micosporinas que se encuentran en el extracto
metandlico de A. flosculifera son probablemente porfira-334 y shinorina-334 ambas

absorben a 334 nm y los anterior se sustenta debido a lo siguiente.

o Los espectros de las fracciones I, J, K y la N coinciden practicamente al 100%
con las bandas reportadas para la micosporina shinorina en el estudio realizado
por Garvita et al, 2013.

e También podemos determinar que algunas de estas mismas fracciones
coinciden con lo reportado por Avital et al, 2006, el cual realizé un estudio de
las caracteristicas fisica y quimicas de Porfira-334 en este se muestra una dato
muy importante para nuestro estudio pues reporta que este compuesto absorbe
a los 334 nm de la region UV-VIS. Esto comprueba que si estan presentes las
MAAs en el extracto de A. flosculifera, en la mediciéon de absorbancia UV
mostré un pico a 330 nm con una absorbancia de 1.8, esto coincide con lo
reportado para varios tipos de mycosporinas que absorben entre 330 y 334 nm
entre estas se encuentran asterine-330, mycosporina-acido glutamico-glycina,
palythinol, mycosporina-2-glicina asi como shinorina-334 y porfira-334 (Singh.
et al, 2008 y en Avital et al, 2006).

¢ Por ultimo, en estudios realizados en otras anémonas de la misma familia las
micosporinas reportadas incluyen a porfira-334 y shinorina, micosporina-
taurina y M-2-G, (Shick et al, 2002). De estas dltimas dos no podemos concluir
que estan presentes en el extracto ya que no contamos con literatura que

reporte su espectofotometria de infrarrojo.
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De acuerdo a los resultados encontrados en este estudio y a lo reportado para
algunas micosporinas se puede explicar porqué el extracto de A. flosculifera
protegio casi el triple de tiempo a las bacterias mas que el control negativo, pues
si, se encuentran micosporinas que son las responsables de la fotoproteccién en
organismos acuaticos como son los cnidarios (Cubillos et al, 2014). Y Aunque no
podemos determinar en qué cantidad estaban presentes los resultados se respaldan

con los espectros tanto como el electromagnético como los de infrarrojo.
11.6 MAAs y su relacion con los acidos grasos.

Otro resultado que se obtuvd de las fracciones analizadas por infrarrojo fue que
algunas fracciones mostraron espectros que tenian una similitud con los reportados
para los acidos grasos (espectro 9 y 10). Esta similitud puede atribuirse en primer
lugar que la extraccién con MeOH permite no sélo la extracciéon de micosporinas sino
de otras moléculas que como son los acidos grasos, por lo que no se descarta que
también hayan podido ser arrastrados en la extraccion. No sin dejar de mencionar que
nuestras especies mantienen una relacién simbidtica con zooxantellas las cuales
aportan el 95 % de nutrientes entre los mas importantes se encuentra el glicerol y este
puede estar esterificado con acidos grasos para formar triglicéridos y ayudar a la

nutricon de estos organismos (Fournier, 2013)
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Los acidos grasos son una de las principales fracciones de la biomasa del fitoplancton
juegan un papel importante en el control del crecimiento y la reproduccién de muchos

animales marinos (Fabregas et al., 2004; Conde de 2011).

La produccién de lipidos en las células de microalgas se ve afectada por muchas
condiciones ambientales como la luz y la UVR, la temperatura, la salinidad, los

nutrientes y la concentracién de COz (Renaud et al., 1995; Conde, 2011).

Los éacidos grasos han sido reportados por varios investigadores para desempenar
funciones importantes en las industrias de cosméticos, farmacéutica, nutracéutica y
acuicola. También se ha demostrado que los acidos grasos poliinsaturados desemperfian

un papel protector contra los radicales libres (Natrah et al., 2007 Conde, 2011).

Lo anterior explica porque algunos de los espectros se asemejan a los de acidos grasos
ya que el extracto de anémona al mostrar primero que absorbe en varias regiones de la
luz UV pueden estar presentes diferentes compuestos entre los cuales se incluyen los

acidos grasos.
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11.6.1. Punto de fusion de la fraccion 79

La fraccién 79 no cristalizo, adopté una condicién cerosa, por tal motivo se le
determino el punto de fusién, se disolvié a los 68°C, lo que indica que nos indica que es
una cera pues estas tienen puntos de fusion de entre los 40° y 90°C
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/LIPIDOS_2340.pdf. Estas son ésteres de
los acidos grasos, se obtienen mediante una reaccién quimica entre un &acido

carboxilico y un alcohol, grupos presentes en micosporinas y/o acidos grasos.
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12. Conclusiones generales

e De la especie P. clivosa se obtuvo un extracto metanélico con un rendimiento
total de extracto 5.8 %.

¢ El rendimiento total del extracto metanoélico de A. flosculifera fue del 3 %.

¢ Ambos extractos mostraron maximos de absorcién en la regiéon UV-B y UV-C
ademas, el extracto metanodlico de A. flosculifera también mostré maximos de
absorbancia en la region UV-A.

e El residuo sélido del extracto metandlico de P. clivosa y el extracto metandlico
de A. flosculifera mostraron actividad antioxidante.

e El residuo sélido de P. clivosa y el extracto metandlico de A. flosculifera
presntaron actividad fotoprotectora.

o Los espectros de infrarrojo y los reportados en la literatura indican que las
posibles moléculas responsables del efecto fotoprotector presentes en el
extracto de A. flosculifera son las MAAs Porfira-334 y Shinorina-334.

e Este es el primer estudio de fotoprotecciéon y de actividad antioxidante

realizado a A. flosculifera.
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13. Perpectivas

v' Estudiar con mayor profundidad a ambas especies en cuanto a sus actividades

fotoquimioprotectoras.

v' Tratar de separar la totalidad de los componentes fotoquimioprotectores de A.
flosculifera 'y elucidar sus estructuras quimicas mediante técicas

espectroscopicas. Para poder sintetizar quimicamente a las MAAs.

& ‘ Perspectivas
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SIMBOLOGIA

COLOR GRUPO FUNCIONAL

= | Alcohol (OH)

| Eter (R-O-R’)

= | Ceto (C=0)

=== | Ac. Carboxilicos (COOH)

Amina (NHz)

Comprueban la presencia del grupo

funcional correspondiente

Simbologia utilizada en el presente estudio para la identificacidn de los grupos funcionales caracteristicos
de las MAA’s en los espectros de infrarrojo.

+ Las bandas senaladas con la estrella de 4 puntas, corresponden a lo reportado por
Garvita et al, 2013. En este aislaron MAAs de un extracto de dos especies de
Anabaena por HPLC en cual encontraron un pico desconocido a este pico le realizaron
un analisis FTIR con el cual concluyeron que era una MAA ya que muestra los grupos
funcionales caracteristicos de estas, como son los grupos OH, NHz* y grupos COOH.

@ En este también le realizaron un analisis FTIR a una fraccién purificada de
Shinorina las bandas que coinciden se sefialan con un diamante.

* Analisis FTIR de Porphyra-334 Micosporina aislada de extracto metandlico de
Aphanizomenon flos-aquae (AFA) por Avital et al, 2006.
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Espectro de la fraccion C
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Espectro 10. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion C.

251 sustituyente alquino o acetileno terminal

En el espectro de la muestra C se observan dos bandas una a 3335.34 que evidencia la
presencia del grupo OH y otra a 1635.10 que pertenece al grupo carboxilo. No coincide

con la literatura citada.
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Espectro de la fraccion D
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Espectro 11. Espectrofotometria de la fraccion D

201 Grupo alquilo- general

251 Sustituyente alquino o acetileno terminal

En el espectro de la muestra D se observa una banda a 3335.39 que pertenece al grupo

funcional OH y otra presente en 1635.78 que corresponde al grupo carboxilo.
+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs segun lo reportado con

Garvita et al, 2013.

‘ Indica que esas 4 bandas coinciden con los datos quimicos para porphyra-334

reportado en Avital et al, 2006.
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Espectro de la fraccion L-1
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Espectro 12. Espectrofotometria de fraccion L-1

201 Grupo alquilo- general

208 Grupo alquilo- sustituyente de metilo

3502 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente aromatico, tipo benzoato

3507 Ester de 4cido carboxilico- tipo de ftalato
4915 Compuetso carbonilo- Clase 15 (Consulte diagrama de estructura PSU)

4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

En el espectro se observa a 3447.74 un banda correspondiente al grupo amino NHsz*, y
debido a la forma y tamarfio de esta es probable se trate de una amina secundaria. La
banda a 1728.80 corresponde al grupo ceto C=0O y la banda a 1602.99 al anién
carboxilo, mientras que la banda a 1122.49 indica la presencia del grupo éter. Sin
embrago a pesar de que hay algunas sefiales claras sobre los grupos funcionales
caracteristicos de las MAA’s se presentan otras bandas mas, por lo que podemos

concluir que se trata de otro tipo de metabolito.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs. Aunque todas las bandas
reportadas en Garvita et al, 2013, se localizan en este espectro, en este se muestran

muchas otras bandas més.
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Espectro de la fraccion E
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Espectro 13. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion E.

202 Grupo alquilo-general

205 Grupo alquilo- compuesto de cadena larga

1402 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente alifatico

1408 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente acetato alifatico

1416 Acido carboxilico o éster sustituido con hidroxi

1420 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente conjugado

4905 Compuesto carbonilo- clase 5 (Consulte diagrama de estructura de PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

4934 Compuesto carbonilo- éster o acido sustituido con hidroxi

En el espectro se observa a 3383.02 una banda la cual correspondiente al grupo amino
NH+ y al grupo alcohol OH. La banda a 1733.02 corresponde al grupo ceto C=0 y la
banda a 1668.78 al ani6n carboxilo, mientras que la banda a 1121.22 indica la
presencia del grupo éter. Al igual que el espectro de la muestra L-1 este espectro
cuenta con muchas otras bandas y aunque incluye los grupos caracteristicos de las
MAA'’s podemos concluir que se trata de otro tipo de matabolito.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs. Aunque todas las bandas
reportadas en Garvita et al, 2013, se localizan en este espectro, en este se muestran
muchas otras bandas mas.
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Espectro de la fraccion E-2
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Espectro 14. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion E-2.

402 Hidroxi o Compuesto amino- general

En el espectro se observa dos bandas senaladas la primera a 3410.37 indica por su
forma y tamano la presencia del grupo OH mientras que la banda siguiente a 1633.51

indica presencia del grupo carboxilo.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs, coinciden 4 bandas de las

5 reportadas en Garvita et al, 2013.
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Espectro de la fraccion 79
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Espectro 15. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion 79.

202 Grupo alquilo- general

204 Grupo alquilo- sustituyente de cadena larga

3513 Ester de 4cido carboxilico- general

4905 compuesto carbonilo- clase 5 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

Las primeras dos bandas con casi el mismo % de transmitancia una a 3886.04 y la otra
a 3750.60 son caracteristicas de la presencia del grupo amino mientras que la banda a
3360.94 comprueba la presencia de este grupo. También se observa a 1743.91 el grupo
ceto, mientras que las bandas 1611.46 y 1110.84 indican el anién carboxilo y grupo

éter respectivamente.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs coinciden 4 de 5 bandas
reportadas en Garvita et al, 2013.
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Espectro de la fraccion 93-1
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Espectro 16. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccién 93-1.

202 Grupo alquilo- general
251 Sustituyente alquino o acetileno terminal
4904 compuesto carbonilo —clase 4 (Consulte diagrama de estructura PSU)

Se observa a 3360.36 una banda caracteristica en tamafio y forma correpondiente al
grupo OH y se observan dos bandas una a 1740.09 y a 1637.08 que indican la
presencia del grupo ceto y el anién carboxilo respectivamente. Sin embrago a pesar de
que hay algunas sefiales claras sobre los grupos funcionales caracteristicos de las
MAA’s se presentan otras bandas mas, por lo que podemos concluir que se trata de
otro tipo de metabolito.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013

‘ El espectro incluye las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et al,
2006.
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Espectro de la fraccion F
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Espectro 17. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion F-1.

201 Grupo alquilo- general

1402 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente alifatico

1407 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente acetato alifatico

4905 Compuesto carbonilo- clase 5 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

En el espectro la banda a 3363.98 corresponde al grupo amino, la banda de 1739.30 y
1634.43 al grupo ceto y al anién carboxilo respectivamente; mientras que la banda
senalada a 1159.41 corresponde al grupo éter sin embargo las bandas punteadas a
1097.86 y 1237.25 comprueban la presencia del éter vinilico.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013

‘ El espectro incluye las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et al,
2006.
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Espectro 18. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion F.

202 Grupo alquilo- general

204 Grupo alquilo- sustituyente de cadena larga

1416 Ester o 4cido carboxilico sustituido hidroxi

3504 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente arilo sustituido

3513 Ester de 4cido carboxilico- general

4905 Compuesto carbonilo- clase 5 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

En el espectro se observa una banda a 3360.49 correspondiente al grupo amino y
caracteristica de las aminas secundarias, la banda a 1743.88 y 1633.54 corresponden
al grupo ceto y anién carboxilo respectivamente.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013; solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro 19. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion G.
202 Grupo alquilo- general
223 Grupo alquilo — hidroxi o posiblemente amino sustituyente

4904 Compuesto carbonilo- clase 4 (Consulte diagrama de estructura PSU)

En el espectro se observan diversas bandas de las cuales la banda a 3365.84 indica la
presencia del grupo OH y confirma la presencia del grupo amino, sin embargo se
presentan muchas otras bandas por lo que podemos concluir que se trata de otro
metabolito.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013

‘ El espectro incluye las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et al,
2006.
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Espectro 20. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion H.

201 Grupo alquilo- general

208 Grupo alquilo- sustituyente de metilo

1402 Ester de acido carboxilico- posiblemente alifatico

1413 Ester alifatico- diéster o sustituyente de cadena larga

1420 Ester de acido carboxilico- posiblemente conjugado

4905 Compuesto carbonilo — clase 5 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

La banda que se observa a 3477.51 corresponde al grupo amino y debido a sus
caracteristicas de tamarfio y forma se trata de una amina secundaria. La banda
1737.08 indica la presencia del grupo carboxilo y las banda a 1163.53 asi como las dos
bandas punteadas a su alrededor en 1099.97 y 1242.70 indican la presencia del éter
vinilico.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013. Solo coinciden 4 de los 5 reportados.
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Espectro 21. Espectrofotometria infrarrojo de la fraccion I.

202 Grupo alquilo- general

205 Grupo alquilo- compuetso de cadena larga

601 Eter alifatico o compuesto alkoxy- carbonilos sustituidos

2711 Eter arilo- sustitucién general

3501 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente aromatico, tipo benzoato

4916 Compuesto carbonilo- clase 16 (Consultar diagrama de estructura PSU)

4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

La banda que se observa a 3371.21 corresponde al alcoho, mientras que las bandas
1739.53 y 1627.32 indica la presencia del grupo ceto y anién carboxilo
respectivamente, y las banda a 1123.76 asi como las dos bandas punteadas a su
alrededor en 1038.31 y 1251.05 indican la presencia del éter vinilico.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013.

* El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.

Anexo



Estudio de la actividad fotoprotectora y antioxidante del coral Pseudodiploria clivosay de la anémona Actinostella flosculifera pertenecientes al SAV.

2017

Espectro de la fraccion I-1

351595

1433.68

126034
1167.74

4000.0 3000

2000

1500
cm-1

1000 600.0

Espectro 22. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion I-1.

202 Grupo alquilo — general

401 Compuesto hidroxi- grupo hidroxilo no ligado

1711 Amida terciaria alifatica
1716 Amida terciaria alifatica

4911 Compuesto carbonilo - clase 11 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4913 Compuesto carbonilo -clase 13 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4916 Compuesto carbonilo -clase 16 (Consulte diagrama de estructura PSU)
4924 Compuesto carbonilo- cetona o posiblemente compuesto amida

La zona circulada en el espectro es una sefial caracteristica del grupo amino. Las

bandas a 1723.70 y 1610.39 corresponden al grupo ceto y al anién carboxilo.

*No coincide con lo reportado.
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Espectro 23. Espectrometria de infrarrojo de la fraccion M.
201 Grupo alquilo-general
1403 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente alifatico
1407 Ester de 4cido carboxilico- posiblemente acetato alifatico

4916 Compuesto carbonilo- Clase 16 (Consulte diagrama de estructura de PSU)

En este espectro se pueden observar varios picos sin embargo los que nos indican los
grupos funcionales de interes son los siguientes: 3382.76 perteneciente al grupo OH, a
1747.88 del grupo ceto, a 1634.66 del anién carboxilo y a 1155.56 del grupo éter.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013. Solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro 24. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccién M-1.

202 Grupo alquilo-general

204 Grupo alquilo- sustituyente de cadena larga

402 Compuesto hidroxi o amino- general

405 Amino o posiblemente un compuesto hidroxi (Consulte diagrama de estructura
PSU)

4911 Compuesto carbonilo- Clase 11 (Consulte diagram de estructura PSU)

4916 Compuesto carbonilo- Clase 16 (Consulte diagram de estructura PSU)

4925 Compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona.

4926 Compuesto carbonilo- posiblemente cetona, amida o aldehido aromatico

La zona circulada en el espectro con bandas a 3886.35 y 3757.46 corresponden al
grupo amino por su forma se puede inferir que es una amina primaria; mientras que la
banda a 3380.79 comprueba la presencia del amino y del OH. La banda a 1739.85
indica la presencia del grupo ceto y la de 1615.23 del anién carboxilo.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013. Solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro 25. Espectrootometria de infrarrojo de la fraccion N-1.

201 Grupo alquilo- general

1711 Amida terciaria alifatica

4916 Compuesto carbonilo- Clase 16 (Consulte diagram de estructura PSU)
4942 Compuesto carbonilo- cetona conjugada o amida terciaria

Las bandas marcadas en el espectro corresponden a grupo amino a 3399.12, el grupo
ceto a 1748.01 y al anién carboxilo a 1610.61.

+ Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et
al, 2013. Solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.
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Espectro 26. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion O.

201 Grupo alquilo-general

203 Grupo alquilo- posiblemente sustituyente de cadena corta
3103alifatico conjugado o cetona aromatica.

4916 Compuesto carbonilo- Clase 16 (Consulte diagram de estructura PSU)
4925 compuesto carbonilo- posiblemente éster o cetona

La zona circulada en el espectro con bandas a 3886.80 y 3740.81 corresponden al
grupo amino por su forma se puede inferir que es una amina primaria; mientras que la
banda a 3385.72 comprueba la presencia del mismo, asi como del grupo carboxilo. La
banda a 1734.44 indica la presencia del grupo ceto y la de 1609.87 del anién carboxilo.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013.

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et
al, 2006.
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Espectro 27. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion P.

201 Grupo alquilo-general

La zona circulada en el espectro con bandas a 3886.06 y 3750.12 corresponden al
grupo amino por su forma se puede inferir que es una amina primaria; mientras que la
banda a 3366.10 comprueba la presencia del mismo, mientras que la banda a 1734.30

indica la presencia del grupo carboxilo.

No coincide con la literatura.
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Espectro 28. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccién P-1.
201 Grupo alquilo-general

4702 Sal de acido carboxilico-posiblemente acetato

La banda a 3360.97 y la zona circulada son caracteristicas del grupo amino, mientras

que la banda a 1573.34 corresponde al grupo carboxilo.

Indican grupos funcionales caracteristicos de las MAAs reportadas en Garvita et

al, 2013. Solo coinciden 4 de las 5 bandas reportadas.

‘ El espectro incluye 4 de las 5 bandas reportadas para porphyra-334 en Avital et

al, 2006.
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Espectro 29. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion Q.

402 Compuesto amino o hidroxi-general

En este espectro se observa una banda a 3449.86 la cual corresponde al grupo

hidroxilo.

*No coincide con la literatura citada.
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Espectro 20. Espectrofotometria de infrarrojo de la fraccion R.

No se encontraron PSUs relevantes.

En este espectro solo se observa una banda a 3449.86 la cual corresponde al grupo OH.

No coincide con la literatura.
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