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Resumen

Los zoantideos son cnidarios cuyo estudio toxicolégico ha aumentado gracias a que
presentan una variedad de moléculas activas asociadas a su veneno y a los
simbiontes que contiene. Palythoa caribaeorum es un zoantideo ampliamente
distribuido en la Costa Occidental del Océano Atlantico, incluyendo costas
mexicanas de baja profundidad, donde forman grandes tapetes coralinos. Son
organismos cuyo interés de estudio toxicolégico es reciente comparado con
medusas y anemonas marinas, donde se han descrito multiples compuestos con
actividad citotéxica, hemolitica, antibacteriana y en canales iénicos. Este trabajo
reporta una fraccion de bajo peso molecular presente en el extracto acuoso de P.
caribaeorum, que inhibe la actividad catalitica de la enzima a-glucosidasa, enzima
responsable de la absorcion de azlcares en el intestino delgado de mamiferos. La
molécula activa reportada tiene mayor afinidad por la a-glucosidasa que la
acarbosa, un medicamento usado actualmente para el control de la diabetes
mellitus tipo 2. Las pruebas in vitro con una fraccién semipurificada tienen inhibicion
reversible a una ICso: 53.76+5.3 pg/mL, sin embargo los componentes menos
polares presentes en el mismo extracto, tienen actividad inhibitoria reversible en la
enzima a-glucosidasa con una ICso<17 pg/mL. La prueba colorimétrica de Shinoda
indica que éstos pueden ser flavonoides; molécula que puede servir como una
alternativa para el control glucémico en pacientes con diabetes tipo 2 con problemas

de hiperglucemia asociados a los carbohidratos presentes dieta.



Abstract

Zoanthids are cnidarians whose toxicological study has been increasing
because they present a variety of active molecules associated with their
venom and the symbionts they contain. Palythoa caribaeorum is a zoanthid
well distributed on the Western Coast of the Atlantic Ocean, including shallow
Mexican coasts, where they form large coral cover. They are organisms
whose interest in toxicological study is recent compared to jellyfish and
marine anemones, where multiple compounds with cytotoxic, hemolytic,
antibacterial and ion channel activity have been described. This work reports
a low molecular weight fraction present in the P. caribaeorum extract, which
inhibits the catalytic activity of the a-glucosidase enzyme, responsible for the
absorption of sugars in the small intestine of mammals. The active molecule
reported in this work has higher affinity for a-glucosidase than acarbose, a
drug currently used for the control of type 2 diabetes mellitus. In vitro tests
with a semi-purified fraction have reversible inhibition at ICso: 53.76 + 5.3
ug/mL, however the less polar molecules present in the same extract have
reversible inhibitory activity in a-glucosidase enzyme at ICso <17 pg /mL.
Colorimetric tests suggest that active molecule is a flavonoid, which can be
use as alternative for the glycemic control in type 2 diabetes mellitus patients

and their hyperglycemic problems associated to diet carbohydrates content.



| Introduccion

La busqueda de compuestos innovadores con actividad biolégica que pueden ser
usados como terapéuticos para diversos padecimientos, ha aumentado en los
ultimos afios. Este campo ha crecido por la necesidad de dar tratamientos nuevos
a enfermedades emergentes y sus variantes, o para mejorar los tratamientos
existentes; por ejemplo, se buscan compuestos con mayor actividad para optimizar
dosis, o la especificidad de compuestos activos, para eliminar o minimizar los

efectos secundarios.

El reto para la investigacion, debe abarcar diferentes areas del conocimiento, tales
como biologia molecular, fisiologia, proteémica, gendmica, farmacologia, quimica,
etc. ya que, se busca describir el origen, desarrollo, tratamiento y cura de las

enfermedades, a fin de mejorar las condiciones de los pacientes.

Dentro de los grupos mas estudiados como fuente de moléculas novedosas, son los
organismos marinos del filo Cnidaria, cuya principal caracteristica es que todas las
especies son venenosas. Su estudio ha hecho posible el descubrimiento de
moléculas con actividad anticancerigena, antimicrobiana, hemolitica, como
moduladores de distintos canales idnicos, entre otras actividades, que pueden ser
aprovechadas en el tratamiento de mditiples padecimientos. La complejidad de su
veneno y otras moléculas que se han descubierto entorno a ellos, los hace atractivos

para estudios toxicologicos.

En este trabajo se evalud la actividad inhibitoria de una fraccion del extracto de
Palythoa caribaeorum. Los resultados sugieren que dentro de la fraccion estudiada,
la molécula con actividad inhibitoria enzimética, corresponde probablemente a un
flavonoide, y pudiera representar una alternativa para el tratamiento de la diabetes

mellitus tipo 2.



[l Marco Teorico

2.1 Cnidarios

Los cnidarios (filo Cnidaria) son organismos ancestrales, se agrupan en cinco clases:
Hidrozoa, Scyphozoa, Cubozoa, Staurozoa y Anthozoa (D’Ambra y Lauritano, 2020).
Son animales invertebrados con simetria radial o biradial, poseen dos capas de
células: una llamada ectodermo y otra denominada endodermo o gastrodermis
(ambas capas separadas por un tejido llamado mesénguima o0 mesoglea), poseen
tentdculos, carecen de cefalizacion y tienen sistemas discretos de respiracion,
excrecion y circulacion (Brusca et al., 2016). (Figura 1).

Actualmente se conocen mas de 13,400 especies de cnidarios, marinos en su
mayoria; de los cuales, aproximadamente 845 especies son corales escleractineos
formadores de arrecifes de coral (Carpenter, Kent E., Abrar et al., 2008; Leclére y
Raéttinger, 2017).

Todos los organismos pertenecientes al filo Cnidaria, poseen cnidocitos los cuales,
son células especializadas para la defensa y depredacién (Tardent, 1995).
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Figura 1. Anatomia general de cnidarios. A) Forma pdlipo. B) Forma medusoide.
Imagen tomada de Ruppert y Barnes 1996.



Los cnidocitos albergan en su interior organulos altamente especializados llamados
cnidocistos. Actualmente se reconocen 30 tipos de cnidocistos (Fautin, 2009)
divididos en tres grandes grupos dependiendo de su funcién: cnidocistos de sujecion
(espirocistos); cnidocistos aglutinantes, (pticocistos, exclusivos de actinarios y

ceriantarios) y cnidocistos penetrantes (nematocistos) (Jouiaei et al., 2015).

-0 Descarga

Capsula del |
nematocisto

Figura 2. Esquema de la descarga de un nematocisto. A) Esquema de una medusa. B)
Vista de un corte transversal de un tentaculo de medusa donde se sefiala el lumen
tentacular (lt), el endodermo (en), la mesoglea (m), el ectodermo (ec) y la bateria de
nematocistos (bn). C) Nematocisto inactivo, esta estructura contiene un coctel de toxinas
en la superficie del filamento urticante (fu), que sale disparado cuando el cnidocilio (cn)
es estimulado, también se muestra el opérculo (0), el eje (e), las barbas (b) y el nlcleo
(n). D) Esquema de un nematocisto activo, epidermis (e), dermis (d), subdermis (sd),
nervio (n) y arteria (a) de la presa. Imagen modificada de Jouiaei et. al. (2015)

Los nematocistos (Figura 2) son los cnidocistos mayormente estudiados, estos se
encuentran principalmente en los tentaculos de los cnidarios (aunque también se

encuentran en la campana y gastrodermis de cubomedusas) y juegan un rol



fundamental en la depredacion, ya que contienen el veneno de estos organismos,

neurotoxinas, enzimas lipoliticas y proteoltticas, etc. (Beckmann y Ozbek, 2012).

El mecanismo de descarga de los nematocistos es activado como respuesta a
estimulos quimicos y mecanicos, el cnidocilio censa continuamente el ambiente y es
el responsable de iniciar el proceso de eversion. El cnidocilio recibe el estimulo,
posteriormente se abre el opérculo del nematocisto, la presion hidrostatica
intracelular dispara el filamento urticante y libera el veneno. Todo el proceso ocurre
enuntiempo de 3 msy se ha documentado que el proceso es dependiente de iones
calcio (Cannon y Wagner, 2003; Kass-Simon y Scappaticci, Jr., 2002). Los
nematocistos, frecuentemente se encuentran en una capa exterior de los

organismos, denominada Capa Mucosa Superficial.

2.2 CapaMucosa Superficial

La Capa Mucosa Superficial (CMS) se compone principalmente de un polimero
elaborado por los mucocitos (células especializadas presentes en el cenénquima),

el cual, es excretado sobre la superficie del coral (Krediet et al., 2013).

La CMS es una barrera fisica entre los corales y el medio que los rodea, ademas,
cumple con mdltiples roles en estos organismos, tales como: proteccion contra la
luz UV y deshidratacion, es esencial para procesos de alimentacion heterotréfica,
asi como limpieza de la colonia, ayudando en la remocién de sedimento (Ritchie,
2006).

Asociadas a la CMS, se ha descrito una amplia variedad de comunidades
microbianas, que se ven favorecidas por el alto contenido de material organico
disuelto, y de glicoproteinas del mucilago (mucus), propiciando su cultivo in situ
(Glasl et al., 2016; Kooperman et al., 2007; Koren y Rosenberg, 2006; Ritchie, 2006;
Shnit-Orland y Kushmaro, 2009) (Figura 3). En este contexto, también se sabe que
la CMS presenta compuestos que cumplen funciones aleloquimicas, propiciando de
esta forma, el asentamiento selectivo de ciertas comunidades bacterianas (Brown y
Bythell, 2005).
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Figura 3. Esquema general de la estructura del mucilago. a) Monémero con regiones
repetidas ricas en prolina, tirosina y serina (PTS repeats) glicosiladas. Flanqueadas por
dominios D VWF (Factor von Willebrand, glucoproteina cuya funcién es permitir que las
plaquetas se unan de manera estable a la superficie de un vaso roto en el inicio del
proceso de hemostasia), dominio VWF C-terminal y nudo de cisteina (CK). b) simbolos
que representan los dominios del esquema a. Bythell y Wild, 2011.

Dentro de la composicion del mucus de la CMS hay glicoproteinas, las cuales tienen
en sus extremos el dominio CK, abundante en cistinas (dos residuos de cisteina
unidos por un puente disulfuro); a él, se anclan otros dominios CK para
polimerizarse, y adquieren masas moleculares entre 1.4-2.5 MDa, y en casos
excepcionales, mayores a 30 MDa (Jatkar et al.,, 2010). Los niveles de
glicosilaciones en las glicoproteinas, pueden variar entre moléculas de un mismo
mucilago, en promedio el 80 % del mucilago son carbohidratos (Bansil y Turner,
2006), principalmente D-arabinosa, D-manosa y D-galactosa unidas por enlaces
glicosidicos (Meikle et al., 1988).

Las comunidades bacterianas que usan el mucilago de los cnidarios como nicho
ecoldgico, son dinamicas en funcion de las condiciones del medio circundante y se
estima que cumplen con diversas funciones, como la limpieza de desechos

organicos y barrera contra patégenos (Shnit-Orland y Kushmaro, 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de la conformacion de la CMS y el desarrollo de colonias bacterianas en
la superficie del mucus (A), micrografia de la superficie con microscopio electrénico de
barrido (B) y micrografia histolégica de un corte transversal de tejido (C). M= mucositos Z=
zooxantelas (Brown y Bythell, 2005).

La capacidad de los patdgenos para usar de manera eficiente las fuentes de
carbono, nitrégeno, etc. disponibles en el huésped (cnidario), determina su éxito de
infeccién. Sin embargo, para que esto suceda, dicha capacidad debe sobrepasar la
barrera defensiva de los comensales nativos del mucus del cnidario. Los
comensales de la CMS pueden producir antibiéticos, inhibidores de comunicacion
celular y una variedad de moléculas que aun no se conocen, pero que son capaces
de inhibir el crecimiento de bacterias y la formacién de biopeliculas de las mismas
(Alagely et al., 2011).

La CMS también juega un rol importante en la competicion por el espacio en los
arrecifes, muchas especies de coral usan la dispersion de esta, como estrategia
para detener el crecimiento de otras especies e invadir su nicho. Los corales pueden
depositar hasta 15 mm de mucus sobre especies vecinas y permanecer sobre ellas
por 6 dias, este contacto prolongado causa graves dafios a la especie invadida, por
los nematocistos presentes en el mucus liberado (Brown y Bythell, 2005).
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2.3 Palythoa caribaeorum

Los organismos del orden Zoantharia, mejor conocidos como zoantideos, son
polipos que se encuentran organizados en colonias y a diferencia de los corales
escleractineos, no construyen estructuras rigidas de carbonato de calcio. Estos
zoantideos se encuentran distribuidos en la zona fética de los mares tropicales (O-
50 metros de profundidad). Esto les permite mantener relaciones simbioticas con
organismos fotosintéticos, principalmente dinoflagelados del género Symbiodinum
sp. (Acosta et al., 2005).

Palythoa caribaeorum (Figura 5) es una de las especies mas abundantes de
zoantideos presentes en los arrecifes de coral de las costas tropicales del Océano
Atlantico occidental entre las latitudes 30 °N y 30 °S. Forma colonias incrustantes

sobre sustratos duros unidos por un mismo tejido denominado cenénquima.

i YUY -y

Figura 5. Colonia del zoantideo Palythoa caribaeorum. Tomado de:
https://www.naturalista.mx/observations/35657658
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Los polipos de P. caribaeorum, tienen cada uno, un disco oral que llega a medir
hasta 1.3 cm de diametro y se encuentra circundado por dos anillos de tentaculos.
La parte superior, estd cubierta por calices rodeados por labios bajos y
redondeados. Los discos orales se pegan unos con otros cuando la colonia esta
completamente expandida (Voss, 1976). Es un organismo altamente competitivo por
el espacio, capaz de crecer y dispersarse sobre sustratos duros como algunos
corales, invertebrados incrustantes y algunos moluscos, perjudicando su
crecimiento (Gleibs et al.,, 1995). Los organismos con quien tiene mayor
competencia comprenden los géneros Agaricia, Montastrea, Siderastrea y Porites;

en menor medida con el género Millepora y Acropora (Suchanek y Green, 1981).

P. caribaeorum es un depredador oportunista que se alimenta principalmente de
particulas en suspensién, pequefios crustaceos y larvas de otros organismos, sus
presas quedan atrapadas en los tentaculos y son introducidos a la cavidad

gastrovascular para ser digeridas (De Santana et al., 2015).

En la superficie de P. caribaeorum, la CMS es especialmente abundante comparada
con la de los demas organismos del filo. Su volumen, densidad, viscosidad y
composicion esta determinada por las condiciones ambientales y por diversos
factores de estrés a los que se encuentra expuesto este organismo (Bythell y Wild,
2011; Jatkar et al., 2010). La actividad antimicrobiana presente en la CMS se ha
atribuido a las colonias bacterianas huéspedes de este nicho (Castillo et al., 2001),

sin embargo, la funcién especifica de esta capa no ha sido estudiada (Ritchie, 2006).

2.4 Metabolitos aislados de cnidarios

Las condiciones quimicas y fisicas de ecosistemas competitivos como los arrecifes
de coral, propician que organismos sésiles como P. caribaeorum y otros cnidarios,
produzcan una gran variedad de metabolitos primarios y secundarios, con
actividades biologicas diversas, las cuales, al ser aisladas e identificadas pueden

tener un potencial uso farmacéutico (Rocha et al., 2011).
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La identificacion de dichos metabolitos, ha provocado que se incrementen los
estudios de bioprospeccién en organismos del filo Cnidaria. En P. caribaeorum, los
estudios empezaron a tomar relevancia en 1971, al descubrir la presencia de la
palitoxina (Moore y Scheuer, 1971), aunque su estructura definitiva fue elucidada

hasta diez afios después (Moore y Bartolini, 1985).

La palitoxina es una de las toxinas no proteicas mas potentes que se conoce
actualmente y, ahora sabemos que se encuentra en varias especies del género
Palythoa, algas rojas, anemonas de mar y dinoflagelados como Ostreopsis
siamensis (Warrell, 2012) (Figura 6). La dosis letal media en ratas, es de 0.089
Mg/Kg, afecta la bomba de sodio/potasio de la membrana celular, cuya funcién es

mantener la homeostasis celular (Ramos y Vasconcelos, 2010).

Figura 6. Estructura de la palitoxina. Ramos y Vasconcelos 2010
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Ademas de la palitoxina, en corales blandos se ha descrito una variedad de
diterpenos con actividad anticancerigena y antimicrobiana, aislados de octocorales
del género Lobophytum y Xenia respectivamente (Bishara et al., 2006; Coval et al.,
1996). Las gorgonias del género Pseudopterogorgia, también presentan
sesquiterpenos y algunos esteroides que inhiben el crecimiento del protozoario
Plasmodium falciparum, parasito causante de la variante mas grave de la malaria
(Ospina et al., 2005). En total, se han descrito aproximadamente 3000 compuestos
nuevos en el filo Cnidaria, sin embargo, la mayoria de ellos no han llegado a una
fase de investigacion clinica.

De acuerdo con el nimero de moléculas reportadas, los compuestos asilados de
cnidarios en orden descendente, se pueden enlistar como terpenoides, esteroides,
eicosanoides, policétidos, alcaloides, piridinas, péptidos, dialquilaminas y lipidos
(Figura 7).

1%

= Terpenocides

= Esteroides

u Eicosanoides
Policétidos

® Alcaloides

= Piridinas

8 Péptidos

= Dialquilaminas

5 |ipidos

Figura 7. Distribucion de los principales productos naturales aislados de cnidarios (Rocha
etal., 2011).

De las actividades biol6gicas mayormente estudiadas en estas moléculas, destacan
el efecto antitumoral, antimicrobial y antiinflamatorio (Figura 8); sin embargo, muy
pocas investigaciones se han enfocado en la caracterizacion del comportamiento y

accion de estos nuevos compuestos, frente enfermedades como la diabetes.
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Figura8. Actividad biolégica reportada para productos naturales de cnidarios (Rocha et
al., 2011).

2.5 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus representa uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial y afecta a la poblacion de todas las edades. Esta enfermedad se caracteriza
por hiperglucemia persistente y metabolismo alterado de carbohidratos, lipidos y
proteinas, causado por insuficiencia total o parcial de la secrecion de insulina. La
diabetes se puede asociar a diversas complicaciones de salud, que pueden ser
agudas o cronicas Yy, estas a su vez, pueden ser micro 0 macrovasculares,
causantes de morbilidad, incapacidad y muerte a nivel mundial (Conget, 2002;
Olokoba et al., 2012).

La Federacion Internacional de Diabetes dice que en el afio 2015 existia una
poblacion de 415 millones de personas (entre 20 y 79 afios) que presentaban esta
enfermedad y, estiman que para el 2040 habra 200 millones de personas mas. Estas
cifras van cada vez en aumento debido a los habitos alimenticios de la poblacion,
junto con un estilo de vida sedentario, provocando que cada vez, tengamos mayores
indices de obesidad que se traducen en mayor riesgo de adquirir la enfermedad
(Galicia-Garcia et al., 2020; Zheng et al., 2018).
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En México, la situacion de diabetes mellitus tiene un comportamiento similar al del
resto del mundo. Recientemente se ha reportado que el pais cuenta con 9.17 % de
la poblacion adulta diagnosticada con algun tipo de diabetes, lo que representa 6.4
millones de personas. Los analisis estadisticos infieren que este nimero aumentara
considerablemente, dado que hay un alto indice de obesidad en la poblacion,
presentandose cada vez con mayor frecuencia a menor edad y, es un factor de

riesgo importante para desarrollar la enfermedad (Basto-Abreu et al., 2020).

La diabetes mellitus se clasifica de manera general en tres tipos: diabetes tipo 1
(DM1), diabetes tipo 2 (DM2) y diabetes gestacional (Goyal y Jialal, 2020). La DM2
es la mas comun en la poblacién que padece esta enfermedad, representa hasta un
90 % de todos los casos de diabetes. La DM2 es una condicion de resistencia a la
insulina, es decir, inicialmente hay un aumento en la segregacioén de insulina
proveniente de las células beta pancreaticas, para mantener la homeostasis de
glucosa en sangre, a medida que la enfermedad avanza, las células beta
pancreaticas cambian y la insulina ya no puede mantener la homeostasis (Wu et al.,
2014), consecuentemente se produce la hiperglucemia, caracterizada por

concentraciones anormalmente altas de glucosa en sangre (>200 mg/dL).

Actualmente se usan diferentes farmacos y combinaciones de ellos, para el
tratamiento de la diabetes, tales como biguanidas (metformina), sulfonilureas
(gliburida), meglitinidas, tiazolinedionas, inhibidores de a-glucosidasa (acarbosa,
voglibosa y miglitol), insulina y sus analogos, entre otros. Es por ello, que se
continlan desarrollando nuevos tratamientos y se buscan nuevos compuestos, para
contrarrestar esta enfermedad, ya que no todos los pacientes presentan las mismas
condiciones, y no se puede hablar de un tratamiento Unico para la poblacion
diabética (Olokoba et al., 2012).
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2.5.1 Fisiopatologia

La concentracion de glucosa en el torrente sanguineo esta determinada por tres
factores principales: la absorcion de glucosa en el intestino delgado, la
glucogenolisis (ruptura del glucégeno a glucosa en condiciones de ayuno) y la
gluconeogénesis (formacion de glucosa a partir de lactato y aminoacidos en
condiciones de ayuno prolongado). El factor mas importante que contribuye a la
presencia del azlicar en la sangre, es la glucosa que se absorbe en el tracto
digestivo inmediatamente después de ingerir alimentos, denominada glucosa
postprandial (Aronoff et al., 2004) (Figura 9). La absorcién de glucosa postprandial,

junto con anomalias en la regulacion de su metabolismo, producen la hiperglucemia
(Malunga et al., 2016).

La enzima clave encargada de la degradacién de carbohidratos a glucosa, para su
posterior absorcibn hacia el torrente sanguineo, son las a-glucosidasas

(Umamaheswari y Sridevi, 2019).

Transporte

Mecenterio Transporte a celulas blanco

4 SNPA VL
N/

Digestion de alimento (= )

Absorcién

Figura 9. Digestion y absorcion de los carbohidratos en el intestino delgado. Los
carbohidratos en presentes en los alimentos que llegan hasta el intestino delgado, son
hidrolizados a monosacéaridos como la glucosa, este azlcar es absorbido en las
microvellosidades del intestino a la sangre para llegar a los musculos que lo requieran
donde se terminaran de metabolizar hasta ser convertidos en energia (modificado de
Chen et al. 2016).
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Las a-glucosidasas se encuentran en el borde de los enterocitos del intestino
delgado, donde se realiza la absorcion de nutrientes (Lee et al.,, 2016). Estas
enzimas se encargan de la degradacion de almidon a glucosa, que posteriormente
se absorbe y es usada como fuente de carbono y energia en humanos (Lin et al.,
2016).

La degradacién de los carbohidratos a azucares simples como la glucosa, es
realizada principalmente por dos a-glucosidasas: la maltasa glucoamilasa (MGAM)
y la sucrosa isomaltasa (SI). Ambas enzimas (MGAM vy SI), tienen doble sitio
catalitico, el dominio N-terminal escinde el enlace a-1,6 glucosidico y el dominio C-
terminal escinde el enlace a-1,4 glucosidico (Figura 10). Sin embargo, la Sl tiene

mayor afinidad por el enlace a-1,4 glucosidico (Lin etal., 2016).

Enlace
a-(1,6)

Enlace
on a-(1,4) OH
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o000

Figura 10. Esquema de los sitios de corte de las a-glucosidasas en una molécula de

almidoén. Las unidades de glucosa se muestran en hexagonos verdes, los sitios de
corte de las alfa glucosidasa se muestra en rojo y en amarillo un enlace a-1,4
glucosidico hidrolizado. Modificado de Jiang y Ghosh, 2019.
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2.5.2 Regulacion del metabolismo de la glucosa en sangre

La concentracion de glucosa en sangre esta determinada por la cantidad que
ingresa (via ingesta) y la cantidad que sale, de acuerdo con las necesidades de un
organismo. Como se dijo anteriormente hay tres factores principales que la regulan:
glucdlisis, gluconeogénesis y glucogendlisis (Figura 11). La gluconeogénesis y la
glucogenolisis estan regulados por el glucagéon: una hormona producida en las
células alfa pancreaticas que favorece la aparicion de glucosa proveniente del
higado. La hormona con la funcion antagonista es la insulina, que favorece el

transporte de glucosa de la sangre a las células (Scheen, 2003).

Lainsulina se libera de las células B pancreaticas al detectar una alta concentracién
de glucosa en la sangre después de cada comida. La glucosa es detectada por un
transportador facilitador de glucosa denominado GLUT2, la glucosa dentro de la
célula entra en glucolisis y modifica la relacion ATP/ADP intracelular, cerrando los
canales de K* sensibles a ATP, con la consecuente despolarizacion de la
membrana. Esta despolarizacion abre los canales de Ca* dependientes de voltaje,
y la alta concentracion de Ca* intracelular desencadena la fusion de granulos de
insulina a la membrana celular, para finalmente ser liberada por exocitosis (Fu et
al., 2012; Roder et al., 2016).

La insulina liberada al torrente sanguineo, estimula a las proteinas facilitadoras del
transporte de glucosa (GLUT) del musculo esquelético (responsable de absorber
entre 70-90 % de la glucosa en sangre), las GLUT se encuentran en la superficie
celular y en mayor medida almacenadas en vesiculas dentro de la célula. El
estimulo por la insulina en las GLUT de la superficie celular, favorece la
translocaciéon de GLUT intracelulares a la superficie celular, aumentando Ila
absorciéon de glucosa disponible en el torrente sanguineo favoreciendo la

homeostasis (Evans etal., 2019).

La hipoglucemia por otra parte, inhibe la concentracion de insulina y promueve la
liberacion de glucagon al estimular las células alfa pancreaticas. El glucagon como

hormona contra reguladora de la insulina, aumenta los niveles de glucosa
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plasmatica en respuesta a la hipoglucemia inducida por insulina. Este aumento en
la concentracion de glucosa se debe principalmente a que el glucagén potencia el
proceso de gluconeogénesis y glucogendlisis e inhibe la glucdlisis (Jiang y Zhang,
2003).

En general las sefalizaciones por glucagdén promueven la glucogendlisis e inhibe la
sintesis de glucégeno en el higado. Esto se debe a que el glucagén activa la
cascada proteina quinasa A (PKA)-glucogeno (iniciacion del proceso de
degradacién del glucogeno) y disminuye la produccién de Glucdégeno Sintasa en el
higado, consecuentemente la sintesis de glucégeno a partir de glucosa disminuye

a niveles minimos (Haedersdal etal., 2017; Zhang etal., 2019).
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Plasma Glucose

Glucose
Disposal

Tissues
(muscle and adipose)

Figura 11. Puntos de regulacion en el metabolismo de la glucosa. El principal factor de
ingreso de la glucosa posprandial es el intestino con ayuda de las a-glucosidasas,
incrementando la concentracion de la glucosa en plasma. En presencia de concentraciones
altas de glucosa en plasma, la insulina se encarga de que sea absorbida por los musculos
gue lo requieren, esta insulina es secretada por las células beta del pancreas, estimulada
por la concentracién de glucosa. Un tercer punto de control lo conforma la hormona
glucagon, secretado por las células alfa pancreaticas, estainhibe la secrecion de lainsulina
y promueve la liberacién de glucosa a partir del glucégeno en el higado, ademas estimula
la sintesis de glucosa a partir de lactato y otros aminoacidos (Modificado de Aronoff et al.,
2004).
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La insulina y el glucagon son las principales hormonas reguladoras del aumento y
disminucion de glucosa en la sangre, sin embargo, no son las Unicas. Las células 3
pancreéticas secretan amilina, una hormona auxiliar secretada con la insulina en
una relacion 1:100 (amilinaiinsulina) cuya funcion, al igual que la insulina, es
movilizar la glucosa de la sangre hacia el tejido muscular, esta hormona se
encuentra en el organismo soélo en presencia de diabetes o insulinoma. Las
hormonas incretinas por su parte, son secretadas por la seccion proximal del
intestino y estimulan la secrecién de insulina ayudando de manera indirecta al
mantenimiento de la homeostasis de glucosa, ademas, son encargadas de regular
la motilidad intestinal (Aronoff et al., 2004).

2.5.3 Tratamientos para el control glucémico

El control de la glucemia en pacientes diabéticos es muy importante para mantener
la funcionalidad fisiolégica y una buena calidad de vida. Cuando las modificaciones
en el estilo de vida son insuficientes, o no son factibles para un paciente, el
tratamiento farmacoldgico se convierte en la principal herramienta para controlar la

enfermedad.

El tratamiento de la DM1 esta restringido a la insulina exdgena, es decir, se
administra esta hormona a pacientes que tienen nula secrecion por consecuencia
del deterioro de las células B-pancreaticas. La insulina cumple la funcién de
movilizacion de la glucosa presente en la sangre, sin embargo, el tratamiento con
insulina no siempre es suficiente. La insulinoterapia suele acompanarse de otros
farmacos tales como: analogos de amilina, inhibidores de GLUT 2 (proteinas
facilitadoras del transporte de glucosa) e incretinas, son algunas terapias

coadyuvantes (Otto-Buczkowska y Jainta, 2018).

El tratamiento combinado de estos farmacos no solo ayuda a movilizar la glucosa
sanguinea, se ha reportado que también brinda proteccion a las células -
pancreéticas deterioradas, hay un efecto positivo en el perfil de lipidos y se presenta

reduccion de complicaciones de la enfermedad, por ejemplo, control sobre la
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pérdida de peso y ayuda en la reduccion de la presion arterial alta (Cheng et al.,
2016; Cherney et al., 2014; Tamez et al., 2015).

El manejo de la DM2 requiere de tratamientos prolongados para lograr el control
glucémico y los riesgos que conlleva. El farmaco de primera linea para este
padecimiento es la metformina, una molécula descubierta en la planta Gallega
officinalis usado desde la década de los 50°s, cuando se descubrié su utilidad
clinica. La metformina actia en el higado, inhibe la gluconeogénesis ademas de

aumentar la absorcién de glucosa en los tejidos periféricos (Aguayo y Brito, 2013).

Se ha reportado que la monoterapia con metformina no siempre funciona en todos
los pacientes y se necesitan medicamentos que coadyuven en el tratamiento de la
DM2, los medicamentos de eleccidn en estos casos, son algunos inhibidores de las
enzimas a-glucosidasas; actualmente existen tres medicamentos preferentemente
utilizados, pertenecientes a esta familia: voglibosa, acarbosa y miglitol (Dabhi et al.,
2013).

La voglibosa actia a nivel de intestino delgado, bloquea de manera reversible las
enzimas a-glucosidasas reduciendo la absorcion de monosacaridos, e impidiendo
su paso hacia el torrente sanguineo. En el higado tiene accion inhibitoria de la
glucogendlisis, reduciendo la liberacion de glucosa enddégena, sin embargo, como
efectos secundarios, hay reportes de hepatitis con colestasis grave, relacionados a
la hipersensibilidad a la voglibosa, ademas de nauseas, vomito y otros efectos sobre
el tracto intestinal (Dabhi et al., 2013).

La acarbosa, es un oligosacarido complejo que funciona como un inhibidor
competitivo y reversible de a-glucosidasas del intestino. Ayuda a mantener bajos los
niveles de glucosa postprandial al ralentizar la absorcion de carbohidratos y, en
personas con prediabetes ayuda a retrasar la progresion a DM2, ademas, recupera
de manera gradual la tolerancia a la glucosa en las células. Este medicamento, solo
es recomendado como monoterapia en el control glucémico, ya que combinado con
farmacos antidiabéticos como la insulina, aumenta el riesgo de producir

hipoglucemia. Su uso esta contraindicado en personas con problemas de cirrosis

23



hepatica, enfermedad inflamatoria intestinal o ulceracion del colon (Chiasson et al.,
2002).

La busqueda de medicamentos para el control glucémico no solo se ha centrado en
el metabolismo de la glucosa, sino en uno de los principales factores de riesgo para
desarrollar la enfermedad: la obesidad. EI miglitol es un farmaco que se aprobd en
México para su uso como agente para el control glucémico en 1996, es un inhibidor
de a-glucosidasas del intestino delgado, que ayuda a controlar la concentracion de
glucosa postprandial y se ha demostrado que también ayuda en la pérdida de peso
(Sugimoto et al., 2015).

Actualmente el tratamiento para pacientes con DM, con frecuencia incluye varios
farmacos, cuyos efectos secundarios muchas veces terminan por mermar el
bienestar y la calidad de vida de quienes padecen esta enfermedad; por ello, es
necesaria la busqueda de nuevos principios activos que reduzcan la posibilidad de
presentar efectos secundarios y sean lo suficientemente selectivos, eficaces y

efectivos para el tratamiento de enfermedades crénicas como la diabetes mellitus.
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11 Antecedentes

Los organismos marinos han sido el origen para el descubrimiento de nuevas
moléculas con actividad bioldgica, las cuales, tienen un enorme potencial para ser
usadas en el tratamiento de mdltiples enfermedades. En el filo Cnidaria por ejemplo,
en el afio de 1960, se describié una prostaglandina. Este hallazgo llamo la atencién
de varios grupos de investigacion y aumentaron los estudios sobre las moléculas
provenientes de los organismos de este filo que pudieran ser aprovechadas. El
interés desde entonces, se ha incrementado de tal manera que solo en la Ultima
década, se han descrito mas de 3000 moléculas bioactivas en cnidarios (Becerra-
Amezcua et al., 2016).

Aunque gran parte de los trabajos han estado enfocados en las proteinas bioactivas
del veneno contenido en los cnidocistos, también existen estudios enfocados en las
moléculas no proteicas (metabolitos secundarios), generados por la relacién entre
el comensal, sus simbiontes y bacterias, asociacién a la cual, se le denomina
holobionte. Dicha asociacion es de particular importancia para el género Palythoa
sp., porque la palitoxina reportada por Moore y Scheuer (1971) en P. toxica (Figura
6), resultd ser producida por el dinoflagelado Ostreopsis siamensis (Rhodes et al.,
2000), lo cual le conferia variabilidad estacional y regional (Usami et al., 1995).
Posteriormente, la palitoxina también se encontr6 en algas, crustaceos y peces
herbivoros, por lo que se concluyé que es movilizada a través de la red trofica y es

producida en el holobionte de los organismos donde fue descubierta.

A partir de estos descubrimientos sobre el origen de la palitoxina y el holobionte,
comenzaron a ser estudiadas de distinta forma las toxinas presentes en los
cnidarios. Particularmente, hay pocos estudios sobre productos del holobionte en
zoantideos. Uno de ellos es de Castillo et. al. (2001), en el que analizaron el extracto
del holobionte de P. caribaeorum, y reportaron compuestos que inhiben el
crecimiento bacteriano, concluyendo que dichas moléculas provienen de las
colonias bacterianas asociadas al mucus del que extrajeron los compuestos

(Castillo et al. 2001). Adicionalmente en especies del género Zoanthus, se ha
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descrito la presencia de alcaloides con actividad analgésica y antiinflamatoria
(Lakshmi et al., 2004).

De igual forma, se han evaluado una serie de compuestos con actividad antibiética
presentes en el mucus del coral Acropora palmata. Estos estudios concluyen que el
mucus asociado al holobionte de las colonias de coral, posee moléculas que inhiben
el crecimiento de bacterias a las que se les atribuye la enfermedad de la “viruela
blanca”. La capacidad antibacteriana observada en A. palmata varia
estacionalmente y esta estrechamente relacionada a la temperatura del agua
(Ritchie, 2006). Alagely et. al. (2011), reportaron la actividad inhibitoria de extractos
acuosos y metanolicos del mucus de coral, en la capacidad de colonizacion de la
bacteria Serratia marcescens (una bacteria causante de la viruela blanca en algunas
especies de coral). Sin embargo, no determinaron el origen especifico dentro del
holobionte, de las moléculas de bajo peso molecular reportadas (Alagely et al.,
2011)

Investigaciones posteriores se centraron en el mecanismo de accion por el cual
algunas fracciones de los extractos obtenidos de corales, consiguen inhibir el
desarrollo bacteriano. En ese sentido los experimentos realizados por Krediet et al.,
(2013), determinaron que la capacidad antibacteriana del holobionte de A. palmata,
se debe a la presencia de compuestos que bloquean la actividad de la enzima a-

glucosidasa que usa S. marcescens para invadir el coral.

Por otra parte, Diaz-Garcia et al., (2012) describieron que la fraccién de bajo peso
molecular (<6 kDa) del extracto de Zoanthus sociatus, afecta la secrecion de
insulina de las células B-pancreéticas de rata (in vitro), y aun con el estimulo de
glucosa en ensayos in vivo. Sin embargo, no se determino la naturaleza quimica de

los compuestos presentes en la fraccion.
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IV Justificacion

Los organismos de la especie Palythoa caribaeorum, son animales sésiles,
sometidos a una gran cantidad de interacciones dentro de los arrecifes. Dicho
entorno ecolégico, los ha llevado a desarrollar mecanismos especializados que les
permitan sobrevivir en ambientes no siempre favorables y altamente competitivos.
Por ello, se han especializado en la produccion y almacenamiento de moléculas
especificas, que les permitan contender por espacio y alimento, y ademas han
desarrollado su asociacion con otros organismos, con los que mantienen distintos
niveles de simbiosis, a tal grado, que se llegan a considerar un microsistema

denominado holobionte.

Actualmente se desconocen los compuestos que produce el holobionte para impedir
la colonizacion de su tejido por los patégenos, por lo que, es importante llevar a
cabo estudios que nos permitan dimensionar el efecto de las moléculas usadas por
el holobionte para defenderse. Esto permitira ampliar el conocimiento de la especie
y sus simbiontes, para visualizar su uso potencial en la Industria Farmacéutica como
alternativas terapéuticas a mediano y largo plazo, en enfermedades de alto impacto

en la sociedad.

Los estudios recientes sugieren que hay compuestos producidos por el holobionte,
gue impiden que los patdégenos degraden las proteinas glicosiladas del mucus que
lo recubre, por lo que esta investigacion, se orientara al estudio del efecto sobre la
degradacion de carbohidratos, que tiene el extracto del holobionte de P.
caribaeorum, en la busqueda por aislar y caracterizar alguna fraccién que sea de
potencial interés para brindar una alternativa en el tratamiento de enfermedades

relacionadas con el metabolismo de azlUcares, como la diabetes.
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V Hipotesis

El holobionte de Palythoa caribaeorum, produce muditiples compuestos quimicos
capaces de impedir que los patdgenos degraden las glicoproteinas presentes en el
mucus de la Capa Mucosa Superficial, por lo que se espera que algunos de los

compuestos presentes en el extracto muestren actividad inhibitoria en la enzima a-

glucosidasa.

VI Objetivos

General

Separar y purificar componentes del extracto del holobionte de Palythoa

caribaeorum con actividad inhibitoria del catabolismo de azicares
Especificos

e Fraccionar el extracto del holobionte de P. caribaeorum, para determinar la
presencia de inhibidores de a-glucosidasa y aislar las fracciones activas.

e Determinar la concentracion inhibitoria media (ICso) sobre la enzima a-
glucosidasa, de la fracciébn activa del extracto del holobionte de P.
caribaeorum.

e Aislar y caracterizar los compuestos con actividad inhibitoria sobre la a-

glucosidasa.
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VIl Metodologia

7.1. Obtencioén del extracto crudo

Palythoa caribaeorum, se recolectd6 mediante buceo libre en el arrecife de coral La
Gallega, en el estado de Veracruz, México. La colonia se separé de la roca con
ayuda de cincel y martillo, posteriormente las muestras humedas, fueron
transportadas al laboratorio y sometidas a ultracongelacion (-70 °C) hasta su
manipulacion para obtener el extracto. Para la colecta del extracto del holobionte,
los organismos ultracongelados, se dejaron a temperatura ambiente hasta que se
descongelaron y recobraron flexibilidad; posteriormente se procedi6 a extender
cuidadosamente los tentaculos de cada polipo, para sumergir las muestras en
contenedores con agua desionizada. Finalmente para obtener el mucus que recubre
al holobionte y descargar mecanicamente los nematocistos de los tentaculos, se
cepillaron cuidadosamente cada uno de los pdlipos de cada colonia, verificando que
la mayor cantidad de mucus fuera liberada al medio de agua desionizada en la que
los organismos fueron sumergidos (Lazcano-Pérez et al., 2014). El extracto acuoso
se congeld a -70 °C vy liofiliz6 en un equipo Freeze Dryer LGJ-12 Liofilizador para

cuantificar el peso seco y posteriormente poder calcular el rendimiento.

7.2. Purificacion mediante ultrafiltracion y por precipitacion con sulfato de
amonio

Como primer paso de purificacion, se tomd 1 g del extracto crudo y se disolvid en
50 mL de agua desionizada, para posteriormente separar esta disolucion en dos
fracciones (menor a 1 kDa y mayor a 1 kDa), se utiliz6 una membrana de 1 kDa de
tamafio de poro, en unequipo Amicon® de 400 mL, marca Merck modelo 5124. La
fraccion de interés se limité a aquella menor a 1 kDa. El proceso de ultrafiltracion se
llevé a cabo aplicando una presion de 40 kPa con atmdsfera de nitrdgeno en el

dispositivo de ultrafiltracion.
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Las fracciones menor a un 1 kDa y entre 1 kDa - 3 kDa, se colectaron y se
congelaron en tubos conicos de centrifuga Falcon de 50 mL. Posteriormente se
liofilizaron en un quipo Freeze Dryer LGJ-12 Liofilizador. La cantidad de extracto en
la fraccién de interés se determind por gravimetria, usando una balanza analitica
OHAUS Explorer E11140.

Simultineamente se disolvieron 2 g de extracto crudo en 50 mL de agua
desionizada a 10 °C y se realizd una precipitacion con sulfato de amonio (NH4)2S0Oa4
en concentraciones al 30 %, 60 % y 90 %. La precipitacion se realiz6 con una
ultracentrifuga Beckman Coulter XL-80 a 30000 rpm y 4 °C durante 30 minutos. El
precipitado en cada paso se recuperd por separado, se congeld y se liofiliz6 en el
equipo Freeze Dryer LGJ-12 Liofilizador.

El sobrenadante del ultimo proceso de precipitacion con solucion de (NH4)2S0a4 al
90 % se separo, congeld vy liofilizd, obteniendose un sélido (no precipitado en el
proceso de ultracetrifugacion) consistente en sales de (NH4)2SOs en su gran
mayoria, el cual se extrajo por maceracion, usando 50 mL de acetona para obtener
los compuestos menos polares presentes en el extracto. Después de tres dias de
macerado con acetona, se retird6 el sobrenadante por decantaciéon, se llevd a
sequedad por destilacién al vacio y se cuantific6 la muestra por gravimetria.
Finalmente se realizo la prueba cuantitativa de inhibicién de a-glucosidasa con este

extracto.

7.3. Ensayo de inhibicién de la a-glucosidasa de levadura

Se determind la presencia de inhibidores de a-glucosidasa provenientes de la
fraccion menor a 1 kDa del extracto de P. caribaeorum, utilizando la enzima a-

glucosidasa proveniente de levadura y de intestino de rata.

Para la prueba de inhibicion, se preparé una solucion con 1 mg de cada fraccion
obtenida del ensayo de precipitacién con distintas concentraciones de (NH4)2SOa4
(30 %, 60 % y 90 %) y se disolvié en 60 uL de amortiguador de fosfatos (PBS, Anexo
). EI ensayo de actividad se realizé en una placa de 96 pozos (fondo plano), donde,
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para cada pozo de prueba, se us6 un volumende 60 pL de PBS, 10 uL de la solucion
de cada una de las fracciones disueltas y 20 yL de a-glucosidasa de levadura (0.9
unidades/mL, previamente disuelta en una soluciéon 100 uM de PBS). La placa de
ensayo se incubd a temperatura ambiente por cinco minutos. Posteriormente se
agregaron 10 pL de sustrato pNPG (p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido) 5 mM vy se
incub6 por 35 minutos a 37 °C en un lector de microplacas ELISA ACCU READER.
Finalmente se midio la absorbancia en los pozos de ensayo a 415 nm en el mismo
equipo. Las pruebas se hicieron por triplicado y se utilizé una solucion de acarbosa
como control positivo (Escandén-Rivera et al., 2012).

7.4. ICso en a-glucosidasa

En una microplaca ELISA se colocaron 0, 1, 2, 3,4 y5 pL de solucién de la muestra
que tuvo actividad inhibitoria sobre a-glucosidasa, a una concentracion de 17 pg/mL
y acarbosa como control positivo. Se completd el volumen de los pozos a 70 yL con
amortiguador PBS y se dejo reposar durante cinco minutos. Posteriormente se
agregaron a todos los pozos, 20 uL de solucién de reserva enzimatica (0,9
unidades/mL de a-glucosidasa de levadura en solucion 100 uM de amortiguador
PBS) y se dejé reposar por diez minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 10
pL de sustrato [pNPG, 5 mM] y se incub6 durante 35 minutos a 37 °C; pasado este
tiempo, se determinaron las absorbancias a 415 nm en un lector de microplacas
ELISA ACCU READER. La concentracion requerida para inhibir la actividad
enzimatica en un 50 % (ICso) se calculé mediante analisis de regresion lineal. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado.

7.5. Purificacion del compuesto activo por cromatografia

Después de haber confirmado la presencia de inhibidores de la a-glucosidasa, las
fracciones con actividad se sometieron a un proceso de separacion dirigida de la

molécula de interés, para lo cual, se utilizaron dispositivos Spin column® con gel de
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exclusion molecular y un amortiguador de fosfatos como fase movil. En este
experimento, la separacion selectiva de las moléculas activas, se basa en la
formacion del complejo enzima- inhibidor (a-glucosidasa - inhibidor), el cual se
forma en el dispositivo, y posteriormente es separado por exclusion molecular de
las moléculas no afines a la enzima como se describe a continuacion. Se preparo
una solucion de 3 mg de la muestra activa en 195 pL de agua [15.4 ug/uL]. En la
spin column® se vertieron 15 pyL de la solucion, 30 uyL de a-glucosidasa [0.7
unidades/mL] y 55 uL del amortiguador PBS y se centrifugé por 5 minutos a 11000
rpm en un equipo Thermo Heraeus Primo R para eluir el complejo. Posteriormente
el complejo enzima-inhibidor se disocid utilizando una solucion de acetonitrilo [>99
%]. Una vez separada la fraccion activa, se concentré en un equipo SpeedVac
Concentrator® Savant ISS110-115.

7.6. Purificacion del inhibidor por HPLC fase reversa

La fraccién activa se separd y purificO por cromatografia en fase reversa en un
equipo de HPLC SHIMADZU® liquid cromatograph SIL-10A, usando una columna
C18 BECKMAN® 5 p 4.6x250 mm, para separar los analitos del extracto acuerdo a
su polaridad. Como fase movil se us6 acido trifluroacético (TFA) 0.1 % en agua
desionizada como disolvente A, metanol con 0.1 % de TFA grado HPLC como
disolvente B y acetonitrilo con 0.1 % de TFA como disolvente C y se monitore6 la

absorbancia a 254 nm y 275 nm durante 15 minutos a un flujo de 1 mL/ min.

El método que se uso para la elucién es el siguiente:

Tiempo (min) % DisolventeA % DisolventeB % DisolventeC

0 98 0 2
3 75 5 20
10 0 5 95
11 5 0 95
15 98 0 2
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7.7 Andlisis por cromatografia de capa fina

El analito aislado por spin column®, se analizd por cromatografia en capa fina de
silica 60 ALUGRAM SIL G/UV2ss, utilizando como fase movil una mezcla 80 %
acetato de etilo, 10 % metanol, 5 % acido acético, 5 % agua y como revelador una
mezcla de vainillina-acido sulftrico (1:100). La longitud de las placas fue de 10 cm.
En simultaneo, se compard ésta muestra con la fraccién menor a 1 kDa antes del
procedimiento de purificacion con spin column®. Con esta prueba, se evidencio la
diferencia en la complejidad de las muestras provenientes de los distintos pasos de
purificacion y algunas caracteristicas quimicas de las moléculas presentes en cada

muestra, dada su reaccion con el revelador de vainillina-acido sulfarico.

7.8 Espectrometria de masas

Las fracciones de interés se analizaron mediante HPLC acoplado a espectrometria
de masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS) en un equipo Agilent MS Q-TOF
dual AJS ESI G36530B en modo positivo y negativo, usando una columna C18
BECKMAN® 5u 4.6x250 mm. Se us6 nitrbgeno como gas de nebulizacion y de

secado. Los espectros de masas se adquirieron en el intervalo de 50-2000 m/z.

7.9 Ensayo de Shinoda

En un tubo de ensayo se adiciond una alicuota de 0.5 mL de muestra activa a una
concentraciéon de 5 mg/ mL en metanol, se agregé 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado y una cinta de magnesio metalico y se dejo reaccionar por 5 minutos.
El ensayo se considera positivo para flavonoides si después de la reaccion, la
solucion se colorea de amarillo, naranja, marrén o rojo, todos en tonos intensos
(Bermejo De Zaa et al., 2014) . Como control positivo, se usé un extracto metandlico
de té verde reconocido por su alto contenido de flavonoides. Este experimento se
utilizé para elucidar si naturaleza quimica de los compuestos activos en la fraccién

de interés, correspondia con flavonoides.
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VIl Resultados

8.1 Extracto total del veneno de P. caribaeorum

De una colonia de organismos de P. caribaeorum, con aproximadamente 20 cm de
didmetro y peso humedo total de 637.15 g, se extrajo el veneno y mucilago de los
polipos, de acuerdo con el método descrito en el apartado 7.1; obteniendo 4.11 g

en peso seco de extracto total.

8.2 Fraccionamiento del extracto de P. caribaeorum

Mediante el proceso de ultrafiltracion: por cada gramo en seco del extracto de
mucilago, se obtuvieron 426.6 mg de la fraccion con peso molecular menor a 1 kDa,

lo que representa el 42.6 % del extracto total.

De las fracciones precipitadas con (NH4)2SO4, no fue posible realizar el calculo del
rendimiento para cada una, ya que, estas fracciones contienen una cantidad de
sales desconocida, derivada del método de precipitacion. Sin embargo, el liofilizado
de la fraccion que no precipitd con (NH4)2SO4, es decir, el sélido consistente en
sales de (NH4)2S04 en su gran mayoria (descrito en el apartado 7.2), fue macerado
en acetona y se obtuvieron 14.1 mg de muestra en peso seco; lo que representa el

0.7 % del total de muestra fraccionada por precipitacion con sulfato de amonio.

8.3 Inhibicion de la enzima a-glucosidasa de levadura

El ensayo colorimétrico realizado para determinar la actividad inhibitoria sobre la
enzima a-glucosidasa, de las distintas fracciones obtenidas del proceso de
precipitacién con sales, mostré que la fraccion precipitada con 90 % de (NH4)2SOa,
fue la Unica que presento actividad inhibitoria de la enzima. Aunado a ello, el ensayo
colorimétrico permitié observar que la actividad inhibitoria de la fraccion estudiada,

es reversible; por lo cual, se estima que dentro de esta fraccidén podrian encontrarse
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una o varias moléculas, con potencial para usarse en el tratamiento de regulacion

sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa.

Con el objetivo de tener un parametro de comparacion de la actividad inhibitoria del

extracto de P. caribaeorum, se utiliz6 como control positivo la acarbosa en todos

los ensayos realizados (Figuras 12y 13).
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Figura 12. Curva de inhibicion de la acarbosa a diferentes concentraciones para inhibir

la a-glucosidasa de levadura, ICso: 36.53+ 4.8 pg/mL
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Figura 13. Curva de inhibicion del extracto de P. caribaecorum a diferentes
concentraciones para inhibir la a-glucosidasa de levadura, ICso: 53.76+5.3 pg/mL.

Al realizar la comparacion del efecto inhibitorio de ambos ensayos (Figura 14), se
puede observar que el extracto de P. caribaeorum tiene un comportamiento similar
al de la acarbosa con las concentraciones evaluadas en el experimento. Sin
embargo, es importante considerar que, el extracto es una mezcla compleja de
compuestos, lo cual sugiere que, la o las moléculas responsables de la inhibicion
enzimatica, tienen una efectividad equiparable o incluso superior a la de la acarbosa

que se encuentra pura.
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Figura 14. La actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa de la fraccion del extracto de
P. caribaeorum (barras claras) que precipité con el 90 % de sulfato de amonio, a
diferentes concentraciones es similar al de la acarbosa (barras oscuras). La
concentracion 0.083 mg/mL probada en este experimento para ambas muestras nos
indican que los compuestos de P. caribaecorum son equiparables en la actividad
inhihitoria.

8.4 Espectrometria de masasy cromatografia HPLC-fase reversa.

La fraccion activa del extracto de P. caribaeorum, obtenida de la precipitacién con

90 % de (NH4)2S04, fue analizada por espectrometria de masas con la técnica de

ionizacion por electro spray (ESI-MS) (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de masas (ESI) de la fraccion recuperada por precipitacion con
sulfato de amonio al 90 %. Se observan indicadas las masas moleculares mayoritarias,
menores a 1 kDa.

La muestra derivada de la precipitacion con 90 % de (NH4)2SO4 (muestra activa), se
separé mediante HPLC-fase reversa, con la finalidad de obtener la cantidad
suficiente de muestras menos complejas, para realizar su analisis por

espectrometria de masas.

Los primeros ensayos de HPLC- fase reversa se obtuvieron inyectando 10 pL de la
muestra activa [10 mg/mL] en una columna C18, siguiendo el método de elucién
descrito anteriormente (Metodologia 7.6). El proceso fue monitoreado siguiendo la

absorbancia a 254 y 275 nm (Figura 16).
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Figura 16. Cromatogramas del precipitado con 90 % de (NH4)-SO4 del extracto de P.
caribaeorum con actividad inhibitoria de a-glucosidasa. A) Fracciones monitoreadas a
254 nm. B) Fracciones monitoreadas a 275 nm.

En el cromatograma se pueden observar al menos 8 picos al realizar la deteccion a
254 nm y 4 picos al realizarla a 275 nm. Para descartar las sefiales que no
representan fracciones con actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa, se
form6 un complejo de la enzima y la muestra activa, posteriormente el complejo fue
sometido a un proceso de cromatografia de exclusiéon molecular en dispositivos spin

column®.

El procedimiento comprendi6 la formacion del complejo enzima-inhibidor usando la
a-glucosidasa y la fraccion activa del extracto de P. caribaeorum obtenida de la
precipitacion con 90 % de (NH4)2SOs4; el complejo, se eluyd a traves del gel de
exclusién molecular contenido en los dispositivos spin column® y fue recuperado.
Posteriormente el complejo enzima-inhibidor fue disgregado. Con la disolucién
resultante de enzima e inhibidor separados, se llevaron a cabo varios experimentos
de HPLC-fase reversa utilizando el mismo método de elucién y la columna C18 del
procedimiento anterior. Los cromatogramas siguientes muestran el monitoreo del

proceso, siguiendo la absorbancia a 254 nm y 275 nm (Figura 17).
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Figura 17. Cromatogramas de la separacion en fase reversa de la muestra obtenida del
spin column®. La separacion con spin column® fue efectiva ya que se redujeron de ocho
a tres, las sefales que pudieran representar inhibidores de la enzima a-glucosidasa. A)
Picos detectados a 254 nm y B) Picos detectados a 275 nm.

8.5 Cromatografia acoplada a espectrometria de masas.

Las fracciones seleccionadas de los experimentos de HPLC-fase reversa,
representadas por las sefiales concordantes entre los cromatogramas de la muestra
activa y los cromatogramas de la muestra eluida por spin column®, se analizaron
por espectrometria de masas utilizando la técnica de ionizacion por electrospray
(Figura 18). El analisis se realiz6 en modo positivo y negativo, con el fin de detectar
la mayor cantidad de analitos ionizados. Sin embargo, los resultados del modo

negativo no fueron significativos por la intensidad de los iones detectados (anexo II)
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Figura 18. Espectros de masas (ESI) en modo positivo de la fraccion activa después de
eluirla en el spin column®. A) Fraccion detectada en HPLC en el minuto 7.86-7.92 de
elucién. B) Fraccién detectada en HPLC en el minuto 8.42-8.49 de elucién de la Figura
17.

Los resultados obtenidos por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
masas (ESI-MS), permiten analizar los iones que componen las sefales observadas
en los cromatogramas. El pico del minuto 7.9 de elucion en los cromatogramas de

la figura 17, le corresponde el espectro de masas A de la figura 18.

Por otra parte, el espectro de masas B de la figura 18, permite analizar que, aunque
en los cromatogramas no hay sefial alguna entre el minuto 8.42 y 8.49 del tiempo
de elucion (figura 17), es posible detectar la masa de varios iones en la muestra. Lo
anterior seguramente se debe a las limitantes graficas del analisis cromatografico,
por lo que es probable que sefales con intensidad minima pasen desapercibidas.

De igual forma ocurre con el espectro de masas de la figura 19, el cual, muestra los
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iones provenientes del minuto 10.74-10.86 y en el cromatograma aparentemente no

se detecta ningun pico (figura 17).
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Figura 19. Espectro de masas en modo positivo de la fraccion activa obtenida por spin
column® (componentes no visibles en el cromatograma).

8.6. Cromatografia acoplada a espectrometro UV-visible

En la busqueda por elucidar caracteristicas estructurales de las moléculas
presentes en cada uno de los de los picos que se observan en los cromatogramas
(Figuras 16 y 17), se llevaron a cabo barridos de cada pico con un espectrometro
UV-visible. Los perfiles de absorbancia entre 200 nm y 450 nm, podrian orientar la
caracterizacion estructural de los analitos, sin embargo, los resultados obtenidos no

presentaron la suficiente informacién para ser analizados (Anexo |lI).

8.7 Cromatografia en capa fina

Con el fin de esclarecer la naturaleza quimica de los componentes de la fraccion
activa evaluada como inhibidora de la enzima a-glucosidasa, esta se analiz6 por
cromatografia en capa fina de silica, empleando vainillina como revelador. Este es

un revelador genérico para fenoles y esteroides (Figura 20).
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Azul
Marrén

<4 Violeta

ES EP ES EP ES EP

Figura 20. Cromatografia en capa fina de la muestra activa: (EP) Extracto obtenido por
precipitacion con el 90 % de saturacion de (NHs)2SOa. (ES) Extracto obtenido del Spin
column®. (A) Revelado a 254 nm, (B) Revelado a 365 nm y (C) Revelado con vainillina.

La cromatografia en capa fina evidencié la diferencia entre la fraccion activa
precipitada con 90 % de (NH4)2SO4 (EP) y esta después de su tratamiento con la
enzima a-glucosidasa y la separacion en columnas de exclusibn molecular spin
column® (ES). En la cromatografia en capa fina de la primera fraccién separada por
precipitacion con (NH4)2S0O4, se observaron varias marcas (sefialadas por flechas)
gue, en el proceso de revelado con vainillina, pudieron identificarse con los colores
violeta, azul y marrén (figura 20-C, EP). Mientras que, en la muestra obtenida tras
la elucion en los dispositivos de exclusion molecular spin column®, se observaron
Unicamente las marcas superiores azul y marron (figura 20-C, ES); lo que indica que
la marca violeta y las de menor corrimiento a é€sta, son compuestos sin capacidad

de unirse a la enzima a-glucosidasa, por lo que quedan excluidos como potenciales

inhibidores de dicha enzima.
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8.8 Ensayo de Shinoda

El ensayo de Shinoda es una prueba colorimétrica cualitativa que lleva a cabo con
magnesio metalico en medio fuertemente acido y que aporta informacién sobre la
presencia de flavonoides (flavona, flavonoles, flavononas, etc.). La prueba con la
fraccion activa (obtenida por precipitacién con 90 % de (NH4)2S0a4), fue positiva al

tornarse a un color marron que indico la presencia de flavonoides (Figura 21).

A B c

Figura 21. Prueba colorimétrica de Shinoda para flavonoides de la muestra activa. A)
Control positivo (extracto de té verde). B) Muestra activa de P. caribaeorum sin reactivos
y C) muestra activa después de reaccionar con magnesio metélico. Se aprecia una
diferencia en la intensidad de coloracion marrén de la muestra antes y después de
reaccionar por lo que se interpretdé como resultado positivo.



8.9 Ensayos de inhibicidn de la enzima a-glucosidasa con extracto
macerado en acetona

A partir del extracto total de P. caribaeorum se llevd a cabo la precipitacion de
componentes con distintas concentraciones de sulfato de amonio; sin embargo,
hubo compuestos que no se separaron en este proceso. Los compuestos que no se
pudieron separar en la precipitacion, fueron liofilizados hasta obtener un soélido
compuesto por sales de (NH4)2S0O4 en su mayoria y moléculas que no precipitaron,
se recupero este solido y se obtuvo las moléculas presentes mediante maceracion

con acetona.

La muestra resultante de la extraccion con acetona fue llevada a sequedad
obteniéndose 14.1 mg. Posteriormente fueron preparadas disoluciones metandlicas
con concentraciones de 17, 33, 50, 67 y 83 pg/mL, para realizar con ellas la
evaluacion de su actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa. Los resultados
de este experimento no permitieron el trazo de una curva de comportamiento, dado

gue todas las concentraciones evaluadas consiguieron el 100 % de inhibicion.

Ante estos resultados se decidié evaluar nuevas y menores concentraciones del
extracto en acetona: 7.2, 14.5, 21.8, 29 y 36.3 pg/mL. Los resultados nuevamente
mostraron para todas las concentraciones, inhibicién del 100 % de la actividad de la
enzima a-glucosidasa, por lo que no fue posible calcular la cantidad inhibitoria media
(ICs0) de este extracto; sin embargo, se observd que el efecto inhibitorio sobre la
enzima es reversible, ya que, tras una noche de incubacién en las condiciones para
evaluar la actividad inhibitoria, la enzima recupero su actividad y degrado el sustrato
disponible. Este resultado revela una caracteristica deseada en los potenciales
nuevos tratamientos para diabetes mellitus, sin embargo, dada la respuesta
inhibitoria inicial del 100 % para todas las concentraciones, fue imposible evaluar
cuantitativamente el tiempo de efectividad y por lo tanto determinar la temporalidad

del efecto inhibitorio. Anexo V.
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IX Discusion

La capa mucosa superficial (CMS) de los cnidarios es un nicho en constante
amenaza de invasion por multiples patégenos; sin embargo, todos los organismos
gue conforman el holobionte, han evolucionado para defender su entorno evitando
su colonizacién por agentes extrafios. Una de las estrategias desarrolladas consiste
en producir metabolitos secundarios que evitan el aprovechamiento del mucus
como fuente de carbono, consiguiendo asi limitar o eliminar el crecimiento
bacteriano. (Shnit-Orland y Kushmaro, 2009).

Palythoa caribaeorum es una de las especies mas abundantes en los arrecifes del
Atlantico Occidental. Compite constantemente con mdltiples depredadores,
patdgenos y con otras especies en el arrecife. La CMS de esta especie produce
sustancias con actividad antibacteriana, cuya actividad especifica se desconoce
hasta el momento (Castillo et al., 2001). Es por ello que en este trabajo se analizé
la actividad inhibitoria que presenta la CMS que recubre al holobionte de P.
caribaeorum, sobre la enzima a-glucosidasa, ya que, probablemente esta sea una
via de defensa por la que el holobionte interfiere con el aprovechamiento de fuentes

de carbono de los patégenos, y por lo tanto evita su asentamiento.

El procedimiento realizado para obtener el extracto total del holobionte de P.
caribaeorum, se describié previamente por: Lazcano-Pérez et al., 2018; Moreels et
al.,, 2017; Sanchez-Rodriguez y Cruz-Vazquez, 2006). En esta investigacion,
constatamos que el seguimiento de cualquiera de las metodologias de extraccion
reportadas, es Util para obtener fracciones con actividad biolégica, y no se restringen
a la obtencién de toxinas de origen proteico, sino que también son Utiles para extraer

péptidos y moléculas mas pequefas presentes en el veneno de los cnidarios.

Un ejemplo de lo anterior es la metodologia de precipitacion con (NH4)2SOs,
normalmente utilizada para purificar proteinas, sin saturar mas alla del 60 % la
disolucion de la muestra y procurando no rebasar las 20000 rpm (Albarracin et al.,
2012). Sin embargo, al modificar las condiciones experimentales, llevando la
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saturacion al 90 % y centrifugando a 30000 rpm, se permitié obtener un intervalo
mas amplio de moléculas pequefias (<10 kDa). Por otra parte, el método definido
en el segundo reporte (extraccion con acetona), resulté ser finalmente, el mas
efectivo para la obtencién de metabolitos secundarios que pudieran tener actividad
inhibitoria sobre diversas enzimas; en este caso siendo de particular interés el

aislamiento de potenciales inhibidores de la enzima a-glucosidasa. (Alagely et al.,

2011; Bruhn et al., 2001).

De las fracciones obtenidas por el método de precipitacion con (NH4)2SOs4, la
fraccion precipitada con 90 %, fue la Unica que presentd actividad inhibitoria
enzimatica sobre la degradacion de enlaces glucosidicos de los azlcares,
especificamente sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa. Lo anterior es
evidencia de la presencia de metabolitos secundarios (tipicamente menores a 2
kDa) en la CMS del holobionte, tal como lo describié Elyakov et al., (1991), quien
afirmo que éstos compuestos impiden que lo patégenos usen los azdcares como D-
arabinosa, D-manosa y D-galactosa (componentes principales del mucilago), como

fuente de carbono (Krediet et al., 2013)

En este sentido, al realizar los ensayos de inhibicidn sobre la a-glucosidasa, de las
fracciones obtenidas por ultrafiltracion y las fracciones obtenidas por precipitacion
con (NHs)2S04, se observd en ambos casos que, sélo las muestras enriquecidas
con moléculas de masas menores a 10 kDa, fueron las que presentaron actividad
inhibitoria.

La metodologia para determinar la actividad inhibitoria sobre la enzima a-
glucosidasa de los extractos, solo habia sido utilizada para extractos acuosos y
alcohdlicos de plantas (Escandon-Rivera et al.,, 2012) por lo que, en esta
investigacion se utilizé de forma novedosa, adaptandola para estudiar el extracto de

P. caribaeorum.

En el experimento para evaluar la capacidad inhibitoria enzimatica sobre la a-
glucosidasa, de la fraccion precipitada con el 90 % de (NH4)2SOa4 (Figuras 12 y 13),
se determind que la concentracion inhibitoria media (ICso) se alcanza a los 53.76 +
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5.3 ug/mL. Este valor es mayor en 36 % al de la acarbosa (IC50:36.53 + 4.8 ug/mL)

reportado también en este experimento como control positivo.

Al analizar con mayor detenimiento la grafica de la figura 14, se observd que tanto
el control positivo (acarbosa) como la muestra de P. caribaeorum, presentan
actividad inhibitoria directamente proporcional a su concentracién, es decir, a mayor
concentracién mayor inhibicién sobre la a-glucosidasa; inclusive llegan a tener
respuestas con valores similares a concentraciones iguales; por ejemplo, con
concentraciones superiores a (83 pug/mL) de acarbosa y P. caribaeorum se observa
una similitud en el porcentaje de inhibicién de la actividad de a-glucosidasa, 96 % y
94 % respectivamente.

Adicionalmente, es importante resaltar que la actividad de la fraccion evaluada de
P. caribaeorum, no se debe a un solo componente, como es el caso del control
positivo (acarbosa pura); en este caso la actividad inhibitoria sobre la a-glucosidasa
se debe a uno o varios compuestos presentes en una mezcla, o de sinergismo en

componentes de esta fraccion.

En este sentido, cabe mencionar que el descubrimiento de la presencia de
inhibidores de a-glucosidasas en cnidarios es muy reciente. El Unico trabajo al
respecto fue publicado por Tysoe y Withers (2018), en el que reportaron un péptido
de 44 residuos de aminoé&cidos aislado de la anémona Stichodactyla helianthus, el
cual inhibe la actividad de a-amilasa humana (Tysoe y Withers 2018). No obstante,
a diferencia de esa investigacion, este trabajo se centra en moléculas no peptidicas,
con masas moleculares menores a la del péptido sefialado por Tysoe y Withers
(2018). Esto permite afirmar que P. caribaeorum es una fuente de moléculas

novedosas con actividad hipoglucemiante.

Dentro de las moléculas con pesos inferiores a 2 kDa para las que se ha reportado
actividad inhibitoria de a-glucosidasas, los flavonoides son una de las familias de
compuestos mas estudiadas; sin embargo, la mayoria de los reportes son en
plantas, verduras, granos, corteza, raices, flores, tallos, té y vino (Panche et al.,
2016; Proenga et al., 2017; Rincon Silva et al., 2019)
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La existencia de flavonoides de origen marino no esta bien estudiada; sin embargo,
se han reportado flavonoides en algas rojas (Zeng et al., 2001), pastos marinos,
algas verdes, hongos, moluscos y corales (Martins et al., 2018), cuya funcion
principal es la proteccion contra la radiacion UV y también contra la invasion de

patogenos.

En el espectro de masas (ESI-MS) de la Figura 15, se observé un importante
nimero de iones en la region comprendida entre 400 y 800 m/z. Con base en los
reportes de compuestos con actividad inhibitoria sobre a-glucosidasas, las sefiales
observadas en el espectro de espectro de masas, pudieran corresponder a
flavonoides, sin embargo, para aseverarlo fue necesario conjuntar mas pruebas con

otros experi mentos.

En la busqueda por aislar el o los componentes responsables de la actividad
inhibitoria sobre la a-glucosidasa, de las fracciones identificadas con dicho efecto,
fueron utilizados dos métodos cromatogréficos: HPLC- fase reversa y cromatografia

de exclusion molecular en spin column®.

La figura 16, muestra los cromatogramas de HPLC- fase reversa, de la fraccion
activa precipitada con 90 % de (NH4)2SOa4. En ellos, podemos identificar al menos
siete compuestos detectados a 254 nm y cuatro a 275 nm, con diferentes tiempos
de retencion. En cambio, los cromatogramas de HPLC-fase reversa de la muestra
obtenida después de la separacién por exclusion molecular en spin column® (Figura

17), inicamente muestran tres componentes detectados.

Aunado a lo anterior, los experimentos de cromatografia con HPLC- fase reversa de
ambas muestras (precipitada con (NH4)2SOa4 y después de la exclusion molecular
en spin column®), facilitaron la identificacién de los compuestos afines a la enzima
a-glucosidasa, ya que, el procedimiento de cromatografia de exclusion molecular
previo a HPLC-fase reversa, requiere la formacion del complejo enzima-inhibidor
para ser eluido; de manera que, el cromatograma de la muestra eluida por spin

column®, muestra Unicamente aquellos analitos que se unieron a la enzima a-
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glucosidasa, restringiendo la busqueda a los compuestos que presentan la actividad
inhibitoria.

De acuerdo con lo anterior, en los cromatogramas de la figura 17, correspondientes
a la muestra después de la separacion en spin column® se observa dos picos. El
primero con tiempo de retencion 7.9 min, utiizando como fase movil
acetonitrilo:metanol:agua (63:5:32), el segundo pico con tiempo de retencién 15.3
min, en proporcion 43:0:57 de la fase mévil. Basados en lo anterior se concluye que
estos compuestos tienen caracteristicas medianamente polares lo que sugiere la

presencia de metabolitos con estructuras organicas.

Por otra parte, sobre la muestra con el tiempo de retencion de 7.9 minutos, pudiera
presentar similitudes con algunas compuestos aisladas del coral Acropora palmata
gue presentaron actividad antibacteriana (compuestos no caracterizados), las

cuales fueron aisladas mediante extraccién metandlica (Alagely etal., 2011).

Respecto a los espectros de masas, obtenidos de la fraccion activa eluida en spin
column® (Figuras 17 y 18), se observé que el pico con tiempo de retencién entre
7.86-7.92 minutos, muestra picos de m/z 230.25, 459.5 y varias menores a 200 m/z.
Mientras que entre los 8.42-8.49 minutos del tiempo de elucién, en los
cromatogramas no es posible distinguir alguna sefial, sin embargo, en el espectro
de masas, es posible notar la presencia de picos m/z 437.2, 851.4, 537.9, 459.5,
338.9 y varios inferiores a 200 m/z, intervalos de masas moleculares entre las que
se encuentran los flavonoides, cuya actividad inhibitoria de las enzimas a-
glucosidasas, ha sido reportada previamente en los trabajos de Ghani et. al. (2019)
y Rincon Silva et. al. (2019).

Por otra parte, las masas moleculares de los componentes con tiempos de retenciéon
entre 10.74- 10.86 minutos (Figura 19), como los picos m/z 925.1 y 969.1 se
encuentran en el intervalo de compuestos del tipo de las saponinas como la
rarasaponina | y la goyasaponina Il respectivamente (PubChem., 2021-1 vy
PubChem., 2021-2). Al respecto, existen trabajos que han descrito la actividad
inhibitoria de saponinas sobre a-glucosidasas de levaduras y mamiferos,

principalmente en los géneros Polyscias, Panax, Panacis y Astragalus (Dou et al.,
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2013 y Hanh et al., 2016). Y aunque dichas saponinas fueron aisladas de la planta
Sapindus rarak (Shi et al., 2002), existen reportes sobre saponinas en cnidarios, por
ejemplo en la especie Eunicea pinta, un octocoral perteneciente a la familia
Gorgoniidae; lo que pudiera sugerir que en la muestra analizada se encuentran
saponinas y posiblemente sean responsables de parte de actividad enzimatica del
extracto de P. caribaeorum.

La cromatografia en capa fina es una técnica ampliamente utilizada en el estudio de
metabolitos secundarios (Agatonovic-Kustrin y Morton, 2020). Este método ayuda a
visualizar la complejidad de una mezcla y puede ayudar en la separacion de algunos
componentes. Ademas, de acuerdo con el revelador, puede orientar su clasificacion
en: alcaloides, saponinas, flavonoides, terpenoides, fenoles y taninos, por lo que su
uso se ha generalizado en el estudio nuevos compuestos bioactivos (Biradar, 2013).
El uso de vainilina como revelador en este trabajo, mostré la presencia de
componentes que revelaron de color violeta y de color marrén, que pudiera deberse
a compuestos de tipo de los terpenos (Lorenzo et al., 2006 y Pino et al., 2017) y
compuestos fendlicos (Rey y Vargas, 2009). En este aspecto, se conocen
aproximadamente 8000 compuestos fendlicos diferentes y de estos, la mitad son
flavonoides, muchos de ellos con actividad antibacteriana (Rincon Silva et al., 2019
y Tungmunnithum et al., 2018). Lo que sugiere que en la CMS de P. caribaeorum,
pueden existir flavonoides a los cuales se deba la actividad inhibitoria de la a-

glucosidasa y antibacteriana del mucus del holobionte.

El ensayo de Shinoda es una prueba colorimétrica cualitativa, que aporta
informacion sobre la presencia de flavonoides como flavonas, flavonoles,
flavononas, etc., (Bermejo De Zaa et al., 2014; Saptarini et al., 2016). El cambio a
marrén en la coloracion del extracto en presencia de acido clorhidrico y magnesio
metalico, indico un resultado positivo. Actualmente se conocen solo dos reportes de
flavonoides en cnidarios, ambas moléculas presentes en el gorgonido Anthogorgia
ochracea, cuya actividad inhibitoria de a-glucosidasa. El primer compuesto tiene

una ICso de 244 pg/mL y el segundo inhibe el 30% de la actividad enzimatica con
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100 pg/mL (Martins et al., 2018). En contraste con estos resultados, este trabajo

registra una actividad superior a los anteriores con una ICso de 53.76+5.3 pg/mL.

Finalmente, la muestra obtenida por maceracién con acetona descrita en el
apartado 7.2, presentd actividad enzimatica potenciada en la a-glucosidasa. Las
concentraciones de muestra estandarizadas en el experimento de inhibicién de la
a-glucosidasa, inhibieron completamente la actividad enzimética por un tiempo mas
prolongado respecto al control positivo (acarbosa). Lo anterior impidié determinar la
concentraciéon inhibitoria media de la muestra, aun cuando se redujeron las
concentraciones de muestra a evaluar, se observd una mayor inhibiciéon que el
control positivo. Lo cual indica que ésta fraccion se encuentra enriquecida con
compuestos inhibidores de a-glucosidasa. Estos resultados son similares a los
reportados en extractos metandlicos del coral Acropora palmata (Alagely et al.,
2011).

La inhibicion enzimatica de la fraccion extraida con acetona, permitié identificar que
la inhibicidén sobre la a-glucosidasa es reversible. Cualidad que resulta importante
para el disefio de nuevos tratamientos relacionados con problemas en el
metabolismo de carbohidratos. La inhibicion permanente de las enzimas catabdlicas
resulta contraproducente, ya que lo que se busca es la regulacién en la asimilacién
de glucosay no la anulacion del sistema de degradacion de carbohidratos (Galasko,
2017).
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X Conclusioén

En el extracto de la capa mucosa superficial que recubre al holobionte de Palythoa
caribaeorum, se encontraron fracciones con metabolitos secundarios capaces de
inhibir la actividad de la enzima a-glucosidasa de manera reversible. Los
experimentos cromatograficos, de espectrometria de masas y colorimétricos
sugieren que dichos metabolitos secundarios pueden ser flavonoides y saponinas
con actividad equiparable a la acarbosa, por lo que, de ser aislados pudieranresultar

relevantes como alternativas terapéuticas para el tratamiento de diabetes mellitus.

Perspectivas

Aislar y caracterizar las moléculas presentes en las fracciones identificadas con
actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa, optimizando el método de
extraccion con acetona, la cromatografia de exclusion molecular del complejo
enzima-inhibidor y la metodologia de HPLC. Para posteriormente hacer analisis de
resonancia magnética nuclear, espectrometria de masas y bioinformética para

elucidar la estructura de los metabolitos.
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Anexos

Para preparar directamente un litro de buffer fosfato salino PBS 1X pesar:

8,06 g de NaCl
0,22 g de KClI

1,15 g de Na2HPO4
0,20 g de KH2HPO4

Disolver todos los reactivos perfectamente y ajustar la solucién a pH 7.4

1. Espectros ionizados por ESI en modo negativo, los resultados no son

significativos por la intensidad de las sefiales.
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mAU

nm

Experimentos del barridos en el espectro UV de las fracciones detectadas

en la cromatografia HPLC fase reversa en la muestra completa de P.

caribaeorum activa. Los tiempos que aparecen en azul, son los tiempos

de la corrida de la Figura 16 A.
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V. Experimento de inhibicion de a-glucosidasa de la segunda extraccién
(macerado con acetona), la actividad inhibitoria fue reversible después de
toda la noche en incubacion. Se observo inhibicion del 100 % de la
actividad enzimética con concentraciones de 7.2 pg/mL. La intensidad en

la coloracion es proporcional a la degradacion del sustrato.

En la Figura se muestra en la parte superior (fila A) las concentraciones de muestra
de P. caribaeorum de manera ascendente de izquierda a derecha. La fila B contiene
el control positivo con concentraciones similares a la muestra problema. Se puede
notar una clara diferencia entre el control y la muestra después de una noche de
incubacion, en el control positivo hay una completa degradacion del sustrato (color
homogéneo en todas las concentraciones usadas) y la muestra de P. caribaeorum
presenta mayor degradacion de sustrato a bajas concentraciones de muestra pero
las concentraciones més altas usadas (pozos 10y 11), aun presentan una inhibicion
considerable respecto al control.
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