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RESUMEN ‘

RESUMEN

Las Glandulas Salivales Posteriores (GSP) de los octépodos, han sido una fuente
interesante de biomoléculas que poseen actividad relevante e importancia biolégica. En
este trabajo se realizé el analisis de las GSP del pulpo rojo, Octopus maya, endémico de
la peninsula de Yucatan. Las GSP de O. maya se obtuvieron a partir de los desechos de

la pesca riberena y tratadas para su posterior analisis.

Se realizo la extraccidn selectiva de péptidos empleando metanol acidificado para
la obtencion del extracto crudo, el cual resulté ser activo en el modelo bioldgico (O.
quadrata o cangrejo fantasma) para evaluar el efecto neurotdxico, observando
movimientos descoordinados e involuntarios y paralisis. El extracto crudo se logré desalar
y fraccionar en funciéon de la polaridad empleando extraccion en fase sélida (EFS)
mediante un gradiente de H20:CH3CN (5, 10, 20, 40, 60 y 100 % de CH3CN, 5 mL). Las
fracciones obtenidas fueron sometidas al bioensayo sobre cangrejo fantasma observando
el efecto en las fracciones 95:5, 90:10 y 80:20 H20:CH3CN. En investigaciones previas,
se llevd a cabo la separacion y elucidacion estructural de serotonina en la fraccion
90:10,"? por lo que, en este proyecto se estudio la fraccidén 95:5 (FN-1). En esta fraccion
FN-1 se observo actividad biolégica de interés para la identificacion de biomoléculas
activas, luego, se analizo perfil cromatografico utilizando cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR). Posteriormente, se separé a través de cromatografia en gel
permeable dando como resultado tres fracciones con actividad biologica en los
bioensayos sobre cangrejo fantasma y Artemia salina, FN-1.1, FN-1.2 y FN-1.3. Debido
al rendimiento de las fracciones y los resultados del bioensayo, se optd por utilizar la
fraccion FN-1.1. El analisis por CLAR de Fase Reversa y Gel Permeable revelé que el
constituyente principal es probablemente un péptido con masa molecular de 3.89 kDa.
Consecutivamente, se le realizé el analisis por CL-EMAR para la identificacion de los
componentes en la fraccion, en el que se anotaron 26 compuestos encontrados por la
base de datos Met-Lin, de los cuales solo 6 habian sido reportados previamente en

animales marinos de acuerdo con la base de datos SciFinder.

-0



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los recursos pesqueros representan un sector importante de nuestra economia;
de acuerdo con estimaciones, en 2018, la produccién mundial de las pesquerias fue de
179 millones de toneladas, donde el pulpo representa el 7% de los principales grupos de
especies en la pesqueria comercial.® En la industria pesquera, cuando se producen
filetes, entre el 40-60% del peso total se clasifica como subproductos (visceras, cabezas,
tripas, piel, etc.) los cuales son desechados.* De hecho, los descartes pesqueros implican
problemas de gestidn, ya que son altamente perecederos debido al alto contenido de
lipidos poliinsaturados y enzimas proteoliticas, los cuales deben eliminarse como
subproductos certificados. Sin embargo, los organismos marinos y sus subproductos han
sido reconocidos como un recurso extraordinario de nuevos metabolitos bioactivos. La
enorme biodiversidad de los organismos vivos que se encuentran en los habitats marinos,
representa aproximadamente la mitad de la biodiversidad mundial total, dando como

resultado, una amplia gama de componentes biofuncionales estructuralmente diversos.®

El interés en las sustancias bioloégicamente activas, derivadas de los organismos
marinos se ha incrementado cada ano. Estos compuestos son usados como base para
el disefio o la creacion de nuevos medicamentos, biopreparados que son aplicados en la
industria alimentaria y agricultura, asi como para la produccion de alimentos funcionales,
suplementos dietéticos biolégicamente activos y cosméticos.® Entre los subproductos
marinos, encontramos que las principales biomoléculas activas son: proteinas,
aminoacidos, péptidos, enzimas, colagenos, gelatina, grasas, entre los cuales se
encuentran los acidos grasos poliinsaturados, acido palmitico, acido oleico, cenizas,

quitina, vitaminas y otros compuestos de gran interés por su alto valor en el mercado.”

Los cefaldpodos son una clase de moluscos morfolégicamente diversa que incluye
pulpos, sepias, calamares y nautilos. De las ~800 especies de cefalépodos conocidas,
los pulpos comprenden mas de 150 especies en todo el mundo. Muchos pulpos exhiben
un comportamiento depredador altamente especializado, en el que una presa de
caparazon duro es perforada o mordida en partes vulnerables como los tallos de los ojos.

La presa es paralizada mediante la inyeccion de saliva venenosa.
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INTRODUCCION

El veneno del pulpo se produce en las glandulas salivales posteriores (GSP) y se
administra a la presa a través del conducto comun y es esparcido por la radula. Este
comportamiento se ha observado en al menos siete especies de pulpos en una amplia

variedad de presas, incluidos crustaceos, bivalvos, gasteropodos e incluso en nautilus.

Los pulpos secretan una variedad de moléculas bioactivas de sus GSP para
alimentarse de presas tanto vertebradas como invertebradas.”®° Tras el
envenenamiento, se observa en los crustaceos una rapida inmovilizacion debido a los
efectos hipotensores, asi como una pardlisis flacida, irreversible y completa.’®'" La
consiguiente presion de seleccion evolutiva ha dado como resultado una amplia
diversidad de sustancias bioactivas presentes en pulpos, incluidas moléculas pequefas
como acetilcolina, histamina, octopamina, serotonina, taurina, tetrodotoxina,
tiramina,'?19222314-21 'y proteinas®*?>34-37.25-33 " Dentro de esta gran biodiversidad
molecular estan los péptidos de taquicinina Oct-TK-l1 y Oct-TK-Il de Octopus vulgaris,*®
Oct-TK-IlIl de Octopus kaurna’’ y eledoisina de Eledone cirrhosa.’*?° A pesar de este
potencial, se sabe sorprendentemente poco sobre la composicion molecular de los
venenos en este grupo diverso y poco estudiado, y en términos generales, los pulpos se

han identificado como un area de investigacion de venenos notoriamente descuidada.

En México, el pulpo rojo, Octopus maya, es una especie endémica de la peninsula
de Yucatan con un alto valor econémico en el mercado y es aprovechada principalmente
por la flota menor artesanal de la region.*® Entre el 2001 y 2015 la captura promedio
superé las 25 mil toneladas. Con respecto a su comercializacion, el 85% se destina al
consumo humano y el 15% corresponde a subproductos (cerebro, estbmago, pico, ojos,
glandulas salivales, etc.), los cuales son desechados al mar o confinados al basurero
durante su evisceracion.*? Las GSP se encuentran dentro de estos subproductos, donde
se produce una secrecidon venenosa, que es una mezcla de varias sustancias
biologicamente activas. Nuestro grupo de investigacion reporté por primera vez la
composicion quimica de las GSP de O. mayay el efecto sobre crustaceos. Estos estudios

se centraron en el extracto acuoso, el cual se fraccion6 mediante ultrafiltracion de
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membrana con una masa molecular de corte de 3 kDa que condujo a una fase metabdlica

(>3 kDa) y una fraccion neurotodxica (<3 kDa).

La fraccidn neurotodxica inyectada en cangrejos es capaz de ocasionar un efecto
relajante-paralizante sin ocasionar la muerte. La separacién biodirigida de la fraccion
neurotoxica por cromatografia, condujo a una fraccidon de efecto paralizante y una
fraccion de efecto relajante. Estudios previos sugieren que el efecto paralizante es
provocado por los aminoacidos presentes en la saliva, mientras que el efecto relajante es
inducido por la presencia de serotonina.” Sin embargo, los péptidos presentes en estas

fracciones, no se han logrado secuenciar ni dilucidar molecularmente.

Por lo anterior, este trabajo se realiz6 para 1) optimizar el aprovechamiento de los
deshechos (subproductos) y proporcionar valor agregado a los recursos obtenidos de la
pesca del pulpo rojo, O. maya; 2) realizar un estudio de las GSP del pulpo rojo, O. maya,
para el descubrimiento de nuevos compuestos bioldégicamente activos mediante una
separacion biodirigida, empleando diferentes métodos cromatograficos y extraccion de

biomoléculas.
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2. ANTECEDENTES GENERALES
2.1 Productos Naturales

Los productos naturales son una entidad quimica formada por un organismo vivo
de origen natural que poseen propiedades farmacologicas, esto puede contribuir al
descubrimiento y disefio de nuevos farmacos. El extracto crudo que se extrae de las
plantas medicinales, animales, microbios o cultivos de microorganismos, contiene

componentes quimicos Unicos y estructuralmente diversos.*’

Los primeros registros de productos naturales se plasmaron en tablillas de arcilla
en cuneiforme de Mesopotamia (2600 a.C.) estos documentaban aceites de las especies
Cupressus sempervirens (ciprés) y Commiphora (mirra) que aun se utilizan para tratar la
tos, los resfriados y las inflamaciones. El Papiro de Ebers [Fig. 1-A] (2900 a.C.) es un
registro farmacéutico egipcio que documenta mas de 700 medicamentos a base de
plantas, desde gargaras, pildoras e infusiones hasta unguentos. La Materia Médica China
[Fig. 1-B] (1100 a.C.) (Wu Shi Er Bing Fang, contiene 52 recetas), la Herbal Shennong
(~100 a.C., 365 medicamentos) y la Herbal Tang (659 d.C., 850 medicamentos) son
registros documentados de los usos de productos naturales. El médico griego
Dioscorides (100 d.C.) registro la recoleccion, el almacenamiento y los usos de las
hierbas medicinales, mientras que el filésofo y cientifico natural griego Teofrasto (~300
a.C.) se ocupd de las hierbas medicinales. Durante la Edad Media, los monasterios de
Inglaterra, Irlanda, Francia y Alemania conservaron estos conocimientos occidentales,
mientras que los arabes conservaron los conocimientos grecorromanos y ampliaron los
usos de sus propios recursos, junto con hierbas chinas e indias desconocidas. Los arabes
fueron los primeros en disponer de farmacias privadas (siglo VIII), y Avicenna,
farmaceéutico, médico, filésofo y poeta persa, contribuyd en gran medida a las ciencias de

la farmacia y la medicina con obras como el Canon Medicinae [Fig. 1-C].**

Como se puede notar, los productos naturales han sido vitales a lo largo de la
historia hasta llegar a nuestros dias, por lo que son de gran importancia en la actualidad
en industrias como la farmacéutica y biotecnolégica, ya que una amplia gama de
medicamentos modernos se basan en moléculas naturales o en derivados de las

mismas.*’

.
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Figura1.  Evidencia de los primeros registros de productos naturales A,** B,** C.*°

2.2 El océano: historia de una fuente potencial de productos naturales marinos

Los océanos contienen mas del 80% de diversas especies de plantas y animales
en el mundo,*® dentro de toda esta diversidad, encontramos diferentes condiciones que
han permitido a estos organismos adaptarse al medio. Con ello, una oportunidad para el
descubrimiento de nuevas moléculas con posible bioactividad para el tratamiento de
diversas enfermedades. Estudios realizados en organismos marinos han llevado al
aislamiento de una gran cantidad de metabolitos secundarios estructuralmente
novedosos, que son desconocidos en el habitat terrestre y por lo tanto constituyen una
biblioteca potencial para el descubrimiento de compuestos lideres que puede derivar en

el desarrollo de nuevos farmacos.*’

Hasta el 2012, los productos farmacéuticos marinos constan de tres farmacos
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (por sus siglas en inglés,
FDA), un farmaco registrado en la Union Europea (UE), 13 productos naturales (o
derivados de ellos) en diferentes fases clinicas y un gran numero de productos quimicos
marinos en fase preclinica. Algunos ejemplos son el Ziconotide (Prialt®, Elan
Corporation), un péptido descubierto por primera vez en un caracol tropical, que fue
aprobado en diciembre de 2004 para el tratamiento del dolor. La plitidepsina (Aplidin®,
PharmaMa), un depsipéptido, aislado del tunicado mediterraneo Aplidium albicans. La

plitidepsina es eficaz en el tratamiento de varios tipos de cancer, como el melanoma,
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células pequefias y no pequefas del pulmon, la vejiga, asi como el linfoma no-Hodgkin y

la leucemia linfoblastica aguda. [Fig. 2].

La ecteinascidina 743 (también conocida como trabectedina o ET743; Yondelis®) se aislo
a partir del ascidiano Ecteinascidia turbinata con muy bajos rendimientos. Las cantidades
de ET743 necesarias para los estudios preclinicos y clinicos avanzados se consiguieron
mediante la adopcion de acuicultura a gran escala de E. turbinata en estanques abiertos,
sin embargo, la semisintesis de ET743 se encuentra bien establecida. En octubre de
2007, este compuesto (Yondelis, PharmaMar) se convirtio en el primer farmaco marino
contra el cancer aprobado en la Union Europea. La Agencia Europea para la Evaluacion
de Medicamentos ha aprobado la trabectedina y esta completando los estudios de fase
[l en Estados Unidos para su aprobacién. La espisulosina, aislada de la almeja marina
Spisula polynyma, mostré una actividad selectiva sustancial contra las células tumorales
en comparacién con las células normales. Avanzo hasta la fase | de los ensayos clinicos
contra tumores solidos, pero se retiré a finales de 2006. La criptoficina fue seleccionada
para los ensayos clinicos a mediados de la década de 1990 y luego avanzé hasta los
ensayos de fase Il, pero se suspendié en 2002 debido a la toxicidad y la falta de eficacia.*”
En 1962, la primer taquicinina aislada fue la eledoisina [Fig. 2], a partir de las glandulas
salivales posteriores (GSP) del pulpo mediterraneo Eledone moschata,*® este farmaco se
utiliza como tratamiento para la enfermedad del ojo rojo, esta afeccion es multifactorial
que dana a las lagrimas y a la superficie ocular y conlleva sintomas de incomodidad,
trastornos visuales, inestabilidad de la pelicula lagrimal con posibles dafos en la
superficie ocular, junto con un aumento de la osmolaridad de la pelicula lagrimal y la

inflamacién de la superficie ocular.*®

Cabe mencionar, que los organismos marinos como esponjas, peces, corales,
moluscos, camarones, pulpos, conchas, babosas marinas, microorganismos marinos,
entre otros, son fuentes de compuestos bioactivos, dichos compuestos poseen
caracteristicas estructurales y quimicas que generalmente no se encuentran en los
productos naturales terrestres. De esta forma, los organismos marinos también
proporcionan una rica fuente de nutracéuticos y son candidatos potenciales para la

busqueda de nuevos compuestos bioactivos.*°
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Figura 2. Ejemplos de moléculas bioactivas de origen marino. Aplidin,*® Yondelis,"'

Eledoisina.®?
2.3 Cefalépodos

Los cefalopodos (pulpos, sepias y calamares) son organismos depredadores de
cuerpo blando, que han perdido la proteccion de la concha como una adaptacion a un
estilo de vida pelagico activo. Tienen un comportamiento altamente evolucionado, el
camuflaje y la capacidad de rapidos movimientos, por ser depredadores activos, se ven

en la necesidad de poseer glandulas de veneno para poder someter a sus presas.”*

El veneno de los cefalépodos se ha estudiado desde la década de 1900°* y las
proteinas de la toxina se han caracterizado a partir de las glandulas del veneno de una
variedad de especies.”?’*#36-38.5556 Gran parte de las primeras investigaciones sobre la
composicion del veneno de los cefalopodos emplearon bioensayos y técnicas de
fraccionamiento biodirigidas.'?>°0>* Estas técnicas proporcionaron la capacidad de
asociar una fraccidbn con su actividad especifica. Posteriormente, estos estudios
observaron una amplia gama de actividades bioquimicas del veneno de cefal6podos,

incluida la paralisis flacida,'">* la inhibicion de la coagulacién sanguinea,’’ la digestion
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externa,®” la hemolisis®’°® y el desprendimiento del musculo del exoesqueleto®’°” o

caparazoén.”?

En conjunto, esto demostrd que el veneno de cefalépodos incluye componentes para
efectuar la captura, el manejo y la digestion de las presas. Ademas, implica que deberia
haber una amplia variedad de moléculas altamente bioactivas para cumplir estas
funciones. Los primeros esfuerzos para identificar estos componentes condujeron al
descubrimiento de aminas biogénicas como la serotonina.’* y la octopamina.’® Si bien se
descubrié que estos tenian funciones neuroldgicas importantes,”°° no tuvieron en cuenta
los potentes efectos tdéxicos del veneno de cefalépodo, como la pardlisis®™ y el
desprendimiento muscular,®’°’ que fueron causados por componentes proteicos. La
caracterizaciéon molecular de las proteinas en los primeros estudios a menudo se limitaba
a informar la masa molecular, el punto isoeléctrico de una fraccion?>*° o simplemente la
composicion de aminoacidos en general.®> Como resultado, muy pocas proteinas dentro
del arsenal de veneno de cefalépodos han sido funcionalmente caracterizadas vy
secuenciadas. Las excepciones notables incluyen dos clases importantes de
neurotoxinas: SE-cefalotoxina,*® que parece estar restringida a los decapodiformes,®’:%?
y péptidos similares a la taquicinina que se han aislado de las glandulas salivales

posteriores (GSP) de varias especies de octépodos.?’ #5663

24 Octépodos

De las ~800 especies de cefalépodos conocidas, los octdépodos comprenden mas
de 150 especies en todo el mundo.®* Todos poseen la misma anatomia: ocho brazos
conectados a una cabeza que contiene 0jos, piezas bucales y un cerebro en forma de

rosquilla, seguidos de un manto ovoide que encierra a los érganos internos [Fig. 3].°°

Muchos octopodos exhiben un comportamiento depredador altamente especializado, en
el que una presa de caparazén duro es penetrada perforando con la radula, o en las
partes vulnerables como las membranas de los tallos de los ojos. Luego, el animal que
esta dentro es paralizado y depredado mediante una inyeccién de saliva venenosa.” El
veneno del pulpo se produce en las glandulas salivales posteriores (GSP) y se administra

a la presa a través de las papilas salivales.®” Esto se ha observado en al menos siete
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especies de octopodos en una amplia variedad de presas, incluidos crustaceos, bivalvos,

gasteropodos’ e incluso nautilus.®®

Vena Gldndula

eefalica drl veneno
Crdneo Ciego digestivo

Buche

Cerebro
Cawvndad paleal

Sifin (embudo)

Miisculos del manto

Masa bucal
Concha rudimentana

Estémago
Ciego
(mada
™ Corazin sistémico
3 . Rivién

Corazin branguial

Crenidio

Saco de tinta

Figura3. Anatomia del pulpo.®®

Los primeros estudios en octépodos del género Eledone demostraron que un
péptido similar a la taquicinina (Eledoisina) es responsable de los efectos neurotoxicos
sobre el cangrejo contenidos en la saliva de esas especies.®®’? En un estudio anterior
sobre la saliva de Octopus vulgaris se demostré que induce una paralisis similar en los
cangrejos,'’ pero se descubrié que la molécula responsable tiene un masa molecular
mucho mayor.** Desafortunadamente, no se obtuvo una secuencia de aminoacidos en
este estudio, por lo que no esta claro si esto es similar a la gran proteina téxica, la SE-
cefalotoxina, descubierta mas tarde en la sepia.””> Ensayos adicionales en la saliva de O.
vulgaris y Eledone cirrhosa han demostrado una variedad de efectos potentes que
incluyen paralisis rapida,”” hemdlisis®® y actividad proteolitica que conduce al
desprendimiento muscular.®’ Recientemente, un estudio de extractos de GSP de cuatro
especies antarticas encontrd actividades hemoliticas, proteoliticas, fosfatasa alcalina,
acetilcolinesterasa y fosfolipasa similares a las de la SE-cefalotoxina.?” Juntos, estos
estudios demuestran una variedad potencialmente diversa de proteinas toxicas que se
encuentran en todas las especies. A pesar de este potencial, se sabe sorprendentemente

poco sobre la composicion molecular de los venenos en este grupo diverso y poco
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estudiado y, en términos generales, los pulpos, las sepias y los calamares se han

identificado como un area de investigacion de venenos notoriamente descuidada.?’

Una de las especies de pulpo mas notorias y comparativamente mejor estudiadas
es el pulpo de anillos azules del sur, Hapalochlaena maculosa, que contiene la potente
neurotoxina tetrodotoxina (TTX) en su saliva.”®’>’® TTX es responsable de muertes
humanas resultantes de Hapalochlaena sp. por envenenamiento.”” Se cree que el origen
de TTX en H. maculosa es una bacteria endosimbidtica, debido a la aparicidon
convergente de TTX entre filos no relacionados.”®’® A pesar de la atencién prestada a la
toxicidad de esta especie, sus toxinas proteicas se han descuidado en gran medida, y
hasta la fecha no se ha llevado a cabo ninguna secuenciacién a nivel de proteina. De
manera similar, el pulpo de arena del sur, Octopus kaurna, también contiene al menos
una molécula, una taquicina, Oct-Tklll, que puede actuar como una neurotoxina en su
GSP.?7°6 Aunque menos potentes que la TTX, las taquicininas son neurotoxinas
proteicas eficaces capaces de actuar sobre tejidos tanto de vertebrados como de
invertebrados y se cree que son el principal componente paralizante de varios venenos

de pulpo.?"38:56

2.41 Glandulas Salivales Posteriores (GSP)

En los octopodos existen tres tipos de glandulas salivales que se encuentran
asociadas con la masa bucal: la glandula submandibular y las glandulas salivales anterior

y posterior, estas glandulas salivales se encuentran en pares [Fig. 4].

Figura 4. Glandulas salivales de los octopodos; en verde las glandulas salivales
posteriores y en azul las anteriores.?’

La glandula salival posterior (GSP) se encuentra detras de la masa bucal en los

octopodos. Consiste en numerosos lobulos formados por tubulos que producen
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secreciones viscosas, las cuales son transportadas por un ducto muscular hacia un canal
terminal en comun, que se encuentra abierto dentro de la cavidad bucal anterior, cerca

del apice de la papila salival, [Fig. 5].

Figura 5. Tracto digestivo de los octdépodos.

Los términos y abreviaturas siguen las descripciones originales y, a pesar de las analogias, no son
sinbnimos aqui.; an, ano; asg, glandula salival anterior; b, pico; bm, masa bucal; cr, buche; dd, conducto
digestivo; dg, glandula digestiva; gg, ganglio gastrico; int, intestino; psg, glandula salival posterior; st,
estébmago; oes, esofago.®’

2411 Sustancias de importancia en las glandulas salivales

A pesar de que las tres glandulas salivales juegan un rol importante en la
alimentacion del pulpo, el moco secretado por las glandulas salivales anteriores vy
constituido por glicoproteinas neutras, acido sialico, dipeptidasa e hialuronidasa, es el
vehiculo de entrega de los compuestos bioactivos secretados por las glandulas salivales
posteriores.®' Las glandulas salivales posteriores (GSP), producen una secrecidn que es
usada para paralizar a las presas unos segundos después de su captura. Las GSP son
responsables de la produccion de diferentes sustancias biologicamente activas, los
efectos toxicos de la secrecion de las glandulas, se atribuye a numerosas aminas
biogénicas, como tiramina, histamina, acetilcolina, octopamina y serotonina.
Adicionalmente, se han identificado componentes hipotensivos (p.e., taquicininas),

algunas enzimas que han sido identificadas en numerosas especies de cefal6podos,
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como la S1 peptidasa, la carboxipeptidasa, fosfolipasa A2, hialuronidasa, entre otros

[Figura 6].%°

-
2y

PHOSPHOLIPASE A2

NH
OH H N* 2
N
HO
NH N o)
HO 2 NH, N
0 H
Octopamina Histamina Acetilcolina Serotonina
Figura 6. Biomoléculas encontradas en la saliva de cefalopodos.**’
Tabla1. Principales compuestos obtenidos, técnicas de purificacion e identificacion en
cefaldpodos.*’ Modificada.

Especie Compuesto(s) aislado(s) Purificacion Identificacion
Eledone - Cromatografia en
moschata 60 -Cromatografia de | papel.

Eledoisina . SR .
Eledone intercambio iénico. - Electroforesis.
cirrhosa - Digestion enzimatica.

Octopus vulgaris

Cefalotoxina®*

a- y B-Cefalotoxina®®

Enzimas digestivas'®

Taquicininas®®
(OctTK-I, OctTK-II)

Aminas biogénicas'*
(Tiramina, Histamina,
Serotonina, Acetilcolina,
Octopamina y Taurina)

- Extraccion acida.

- Filtracion en Gel.

- Extraccion basica.
- Cromatografia de
intercambio iénico.
- Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion

- Extraccion con acetona y
alcohol.

- Reaccion positiva de
biuret y ninhidrina.

- Electroforesis

- Filtracion en Gel.

- Electroforesis.

- Electroforesis.

- nano ESI-TOF-EM.

-Reaccién de
fluorescencia.
- Reaccion de

GEBAUER-FULNEGG.
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Sepia esculenta

Sepia latimanus
Hapalochlaena
fasciata

Hapalochlaena
lunulata

Hapalochlaena
maculosa

Octopus kaurna

Sepia pharaonis

Sepia prashadi

Sepia pharaonis

Histonas H2A, H2B®?

SE-cefalotoxina®

Proteina PLA2?"

Tetrodotoxina®®

Proteina CAP?’
Quitinasa”’

Taquicinina®’
(OctTK-III)

Agente antibacteriano®

Agente potencial

antibacteriano y antiviral®*

Agente  potencial _anti

metastatico®®

2.5 Péptidos Marinos

- Digestién enzimatica.
- Fase reversa C-18.
- CLAR-EM/EM.

- CLAR- Filtracion en Gel.
- CLAR-Hidroxiapatita.

- RNeasy® Kits QIAGEN.
- Oligotex Direct Mrna Midi
Kit QIAGEN.

- Filtracién en gel.
- Cromatografia de
intercambio i6nico.

- RNeasy® Kits QIAGEN.
- Oligotex Direct Mrna Midi
Kit QIAGEN.

- RNeasy® Kits QIAGEN.

- Oligotex Direct Mrna Midi
Kit QIAGEN.

- Extraccion basica.
- Cromatografia de filtracion
en Gel.

- Extraccion basica.
- Cromatografia de filtracion
en Gel.

- Extraccion basica.
- Cromatografia de filtracion
en Gel.

-Replicacion.
-Secuenciacion
nanoCLAR-EM/EM.

- Digestién enzimatica.

- CLAR fase reversa.

- Método de Lowry et al.
- CLAR-Filtracion en Gel.
- SDS-PAGE.

- Electroforesis.
- Secuenciacion.

- LKB
instrument.
- Resonancia magnética.

Multiphor

- Electroforesis.
- Secuenciacion.

- Electroforesis.

- Secuenciacion.

- CLAR fase reversa.
- SDS-PAGE.

- Espectroscopia de
infrarrojo  (IR) y de

dicroismo circular (CD).

- CLAR fase reversa.

- Ensayo de Bradford.

- SDS-PAGE.
Espectroscopia de
fluorescencia.

- Espectroscopia de
Infrarrojo por la
transformada de Fourier.
- Espectroscopia de
dicroismo circular (CD).

- MALDI-TOF-EM.

- CLAR fase reversa.

- SDS-PAGE.

- Espectroscopia de
infrarrojo  (IR) y de

dicroismo circular (CD).

Los péptidos son importantes productos naturales bioactivos, los cuales se

encuentran presentes en una gran variedad de especies marinas, en muchos casos los

origenes y los roles que ocupan son desconocidos.

Las neurotoxinas fueron los primeros péptidos descubiertos y aislados en las

especies marinas. El amplio espectro de bioactividad de los péptidos marinos tiene un
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alto valor nutracéutico y médico, llamando la atencion de la industria farmacéutica y
nutracéutica, esperando que pueda ser utilizado como tratamiento y/o prevencion de

algunas enfermedades.

Existen dos productos farmaceéuticos representativos que son derivados de los
péptidos marinos, la ziconotida y el brentuximab vedotin [Tabla 2], el primero es un
péptido marino natural y el segundo un derivado peptidico, ambos actualmente son

fabricados a partir de sintesis quimica.

El actual interés de los péptidos marinos y su avance a través de nuevas
tecnologias y colaboraciones entre investigadores institucionales e industriales ha
generado grandes expectativas en los péptidos marinos para su uso en nuevas terapias

para el tratamiento de diversos padecimientos.®°

2.5.1 Neuropéptidos

Los neuropéptidos son pequenas sustancias proteicas producidas y liberadas por
las neuronas a través de la ruta secretora regulada y actuan sobre sustratos neurales.
Son sintetizados y utilizados por una neurona. Puede actuar cerca como agentes
autocrinos y paracrinos y a distancia como agentes endocrinos. De hecho, casi todos los
neuropéptidos se encuentran como hormonas peptidicas y viceversa. Es importante tener
en cuenta que los neuropéptidos no estan solo en el sistema nervioso, sino que actuan

dentro y fuera del SNC.

Todos los neuropéptidos actuan como transductores de sehales a través de
receptores de superficie celular. La mayoria de los neuropéptidos actuan en receptores
acoplados a proteinas G. Esta es una distincion importante para los receptores acoplados
a canales idnicos, ya que la sefalizacion acoplada a proteina G es consistente con los
neuropeéptidos que inducen una respuesta mas lenta u moduladora en comparacién con
el neurotransmisor, [Tabla 3].°” En el caso de los pulpos el Neuropéptido Y (NPY), es
una molécula neurosecretora evolutivamente conservada que esta implicada en una serie
de funciones en todos los taxones y en la regulacion del comportamiento alimentario y la
maduraciéon reproductiva en Octopodos. Sin embargo, se sabe poco sobre el circuito

molecular preciso de los comportamientos y procesos fisiolégicos mediado por el NPY,
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que probablemente implican una compleja interaccion de multiples moléculas de

sefalizacién en regiones especificas del cerebro.®®

Tabla 2. Péptidos marinos bioactivos y su secuencia de aminoacidos y/o estructuras®®

Péptidos IUPAC/Secuencia de aminoacidos

Cys-Lys-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-Cys-Ser-Arg-Leu-Met-Tyr-Asp-Cys-Cys-Thr-Gly-Ser-Cys-Arg-Ser-Gly-Lys-Cys
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Tabla 3. Familia de neuropéptidos. Modificado®’

Familia Neuropéptidos activos
CGRP CGRP (a, B), calcitonina, amilina, adrenomedulina (AM1,2)
Glucagon/Secretina PACAP, VIP, glucagodn, secretina, GHRH, GIP
Vasopresinaloxitocina Vasopresina, oxitocina
Gastrina Gastrina, CCK
Somatostatina SS, cortistatina
F-y Y- amidas NPY, PPY, NPFF
Taquicininas Sustancia P, neuroquinina A, neuropéptido K, neuropéptido gamma
Tensinas Angiotensinas, neurotensinas, bradiquinina
Neuropéptidos CRH, urocortinas, urotensinas
relacionados con CRH
Neuropéptidos de Leptina, adiponectina, resistinas
adiposa

CGRP: Gen relacionado al péptido de la Calcitonina; PACAP: Polipéptido del adenilato ciclasa de la pituitaria; VIP: Polipéptido
Intestinal Vasoactivo, GHRH: Hormona Liberadora de la Hormona del Crecimiento; GIP: Polipéptido inhibidor gastrico; CCK:
Colecistoquinina; NPY: Neuropéptido Y; PPY: Polipéptido pancreatico; NPFF: Neuropéptido FF.

Otro ejemplo de neuropéptidos encontrados en los pulpos son la Sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), asi como la proteina del neurofilamento
y la proteina acida fibrilar glial también se localizaron en la retina del pulpo medio

inmunocitoquimica.®’

2.5.2 Taquicininas

Las taquicininas (TKs) son neuropéptidos antiguos y conservados. La taquicinina
mas conocida es la sustancia P, la cual junto a otras taquicininas en mamiferos esta
implicada en la salud y enfermedad con roles importantes en el dolor, inflamacion, cancer,
depresion, sistema inmune, funcidén gastrointestinal, hematopoyesis, proceso sensorial y
en la regulacién hormonal. En los invertebrados, poseen diversas funciones en el Sistema
Nervioso Central e Intestinal. Poseen funciones aferentes y eferentes, participacion en la
regulacion de diferentes procesos fisioldgicos, incluyendo los mecanismos sensoriales
periféricos, tales como la nocicepcion y la inflamacion, asi como funciones auténomas
como la contraccion del musculo liso en el sistema vascular, gastrointestinal y
genitourinario. Ademas, se encuentran involucradas en las vias del sistema nervioso

central que median el dolor, la ansiedad, la coordinacion motora y la cognicion.
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Las taquicininas han sido identificadas en mamiferos y otros vertebrados, asi como
invertebrados; la primera TK identificada fue la eledoisina, aislada de las glandulas
salivales del cefalopodo Eledone moschata y se observé que tenia el mismo efecto en
musculo liso que la sustancia P. La sustancia P es la taquicinina prototipica, siendo el
primer neuropéptido aislado de tejido cerebral en 1931, y siendo reconocido desde un

inicio que se producia en el cerebro e intestino.”’

Hasta la fecha se han descrito tres subtipos de receptores en vertebrados,
conocidos como receptor de neuroquinina 1 (NK1R), receptor de neuroquinina 2 (NK2R)
y receptor de neuroquinina 3 (NK3R). Los receptores de neuroquinina actuan a través de
proteinas acopladas a proteinas G/11, incrementando los niveles de inositol trifosfato y
diacilglicerol (DAG) dentro de las células que estan unidas por un agonista. Asimismo, se
ha descubierto que varios fragmentos caracteristicos de aminoacidos de las taquicininas

son cruciales para las relaciones de estructura-actividad de las TKs.>®

2.5.3 Taquicininas de invertebrados: Octépodos

Los pulpos secretan una gran variedad de biomoléculas activas que provienen de
sus GSP para alimentarse de presas vertebradas como invertebradas. El mecanismo de
las taquicininas estan mediadas por uno o mas receptores que actuan en los receptores

de su presa y no en los enddgenos."°

Las TKs con un carboxilo terminal FXGLM-amida, son producidas en las glandulas
salivales de los cefaldpodos, eledoisina y las pulpo-taquicininas. Estas taquicininas son
liberadas a la presa y estan destinadas a actuar sobre los receptores exégenos.”’ Los
péptidos que tienen la secuencia -Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 en su carbono terminal, han

sido identificadas como “taquicininas de invertebrados (inv-TK)".?"

La primera inv-TK fue la eledoisina, la cual fue caracterizada de las glandulas
salivales del octopodo Eledone moschata, como un componente estructuralmente no
identificado que inducia la reduccion de la presion arterial en perros y conejos, y

estimulaba el tejido liso intestinal en perros y ratas.
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En 1962, la estructura completa de la eledoisina fue dilucidada, siendo pGlu-Pro-Ser-
Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH2; posteriormente se encontré6 que compartia la

secuencia terminal con las taquicininas de los vertebrados (-Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2).

Las inv-TKs, que muestran grandes similitudes con las taquicininas de los
vertebrados, parecen haber evolucionado por separado en las glandulas salivales de
algunos invertebrados que utilizan la saliva en sus interacciones con sus presas
(vertebrados). Por lo cual, las inv-TK pudieron haber evolucionado por mimetismo para

causar vasodilatacion u otras acciones en sus presas vertebradas.®’

Por otra parte, se descubrieron algunos péptidos inv-TK con el fragmento terminal
caracteristico de las taquicininas, la Oct-TK | y I, estos fueron caracterizados a partir de
la glandula salival posterior de Octopus vulgaris y la Oct-TK |l aislada de Octopus kaurna
[Tabla 4].°

2.6 Octopus maya

El pulpo rojo, Octopus maya [Fig. 7], es una especie endémica de la plataforma
continental de la Peninsula de Yucatan. O. maya habita en fondos de roca caliza y
sedimento arenoso-limoso cubierto por praderas de Thalassia testudinum, también se
pueden encontrar en conchas vacias de moluscos gasterépodos y cuevas existentes en
la loza carstica del fondo, o entre rocas coralinas a una profundidad maxima de 50 m. Su
distribucion espacial abarca desde las aguas adyacentes a la Isla del Carmen en

Campeche hasta Isla Mujeres, Quintana Roo, [Fig. 8].°°

La reproduccion de O. maya es continua, con dos picos anuales de madurez
y desove que ocurren, uno en primavera y otro de mayor intensidad en otofio. O. maya
es una especie semélpara, ya que las hembras realizan un unico desove anual, periodo

en el que se dedica exclusivamente al cuidado de los huevecillos.
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Tabla 4. Taquicininas de Octépodos

Pulpo

Taquicininas

Octopus vulgaris®:

Oct-TK I: Lys-Pro-Pro-Ser-Ser-Ser-Glu-Phe-

lle-Gly-Leu-Met-NH:

Oct-TK II: Lys-Pro-Pro-Ser-Ser-Ser-Glu-Phe-
Val-Gly-Leu-Met-NH:

Oct-TK lll: Asp-Pro-Pro-Ser-Asp-Asp-Glu-Phe-
Val-Ser-Leu-Met-NH2

Eledone cirrhosa®

Eledoisina:Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-

Leu-Met-NH2

20
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Figura 7. Pulpo rojo, Octopus maya.

Durante cerca de dos meses la hembra los limpia y protege con ayuda de sus tentaculos
y sifon hasta la eclosion, para morir posteriormente por inanicién. Las crias son de
desarrollo directo, ya que al eclosionar poseen todas las caracteristicas anatdmicas y
conductuales propias de un pulpo adulto e incluso responden a los estimulos de
coloracion, textura de piel y expulsion de tinta. O. maya es una especie con crecimiento
rapido y ciclo de vida corto, la edad maxima se ha estimado en alrededor de 12-18

meses.”®

P Mérida
Yucatan

Campeche Quintana Roo

Estados Unidos de América

/

Figura 8. Distribucién del pulpo rojo, Octopus maya.”®°’
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Las crias son de desarrollo directo, ya que al eclosionar poseen todas las caracteristicas
anatomicas y conductuales propias de un pulpo adulto e incluso responden a los
estimulos de coloracién, textura de piel y expulsion de la tinta. O. maya es una especie
con crecimiento rapido y ciclo de vida corto, la edad maxima se ha estimado en alrededor
de 12 a 18 meses. En estudios recientes se ha encontrado que el pulpo rojo es un
organismo ectotérmico, lo que indica que su temperatura corporal depende de la

temperatura del medio exterior.”®

2.6.1 Importancia del Octopus maya, en Yucatan

La pesca en Yucatan se ha concentrado por largo tiempo en la explotacion de los
recursos demersales (peces que se encuentran cerca de la plataforma continental y
superficie) y benténicos (organismos que se encuentran en las profundidades, cerca del
fondo litoral). A pesar de las descargas comerciales pesqueras, las cuales comprenden
un gran numero de especies, solo 24 de ellas aportan los mayores volumenes de captura.
Sobresalen el pulpo (52%) y el complejo mero-pargos (17%) que son el grupo de especies
mas importantes para la flota menor, asi como para la mayor. La pesca del pulpo genera
un total de 15 000 empleos directos y una derrama econdmica anual de aproximadamente
360 millones de pesos. En la actualidad, el pulpo es el recurso pesquero mas importante

de Yucatan y en el puerto de Sisal, se extrae el 5% de las capturas de O. maya.®®

La pesca de este pulpo, O. maya, se realiza por el método del “gareteo” que
consiste en colocar en la popa y la proa de la embarcacion al menos una vara
(generalmente mangle) llamada “jimba”, de las cuales cuelgan lineas con carnada y un
plomo [Fig. 9]. Dicho método de pesca es sustentable, debido a que permite hacer una
selecciéon de las presas con talla legal y asi las que no estén aptas, devolverlas a su
habitat.

2.6.2 Estudio de GSP en Octopus maya

Nuestro grupo de investigacion reportd el primer estudio sobre la composicion
quimica de las GSP de O. maya y el efecto sobre sus presas naturales (crustaceos). Las
GSP recolectadas de los subproductos de la pesca se extrajeron con agua destilada,

generando un extracto acuoso.
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La pesca de pulpo al garete
Un método de pesca sustentable

Alijos
Embarcaciones de 3 metros

de langitud sin maotar
Wara de bambd fija a la il

ermbarcaclon en proa y popa.

Pulpo Patén
o i)

e

Pulpo Rojo
[Detapus maya)

Fuente: Libr

Figura 9. Representacion de la pesca de plpo rojo por el método artesanal de

014

“‘jimba y gareteo”.”’

Este extracto se separdé por masa molecular a través de una membrana de
ultrafiltracién (3 kDa), generando dos fracciones diferentes: 1) metabdlica, PM > 3 kDa,
que indujo la muerte del cangrejo fantasma, Ocypode quadrata, después de 20 min, y 2)
neurotdxica, PM < 3kDa, que provoco movimientos involuntarios, temblores y cambios

posturales.

La fraccion neurotdxica se separ6 mediante una técnica de fase reversa (extraccion en
fase solida, por sus siglas en inglés SPE) C18-U, dando lugar a una fraccion paralizante
y una fraccién relajante (90:10 H20:CH3CN). El rendimiento de extracto crudo fue superior
al esperado dado que el pulpo genera saliva in situ, pero el tejido de las GSP se extrajo
con agua; por lo tanto, también se extrajeron sales, carbohidratos y proteinas que pueden
haber estado presentes en la saliva. No obstante, el extracto fue activo y capaz de inducir

la paralisis del cangrejo después de 5 min y la muerte después de 20 min (4 mg/mL, 100
ML).

La separacion por ultrafiltracién (3 kDa) ayudo a aislar la fraccion metabdlica (que
comprende principalmente tripsina y quimotripsina con PM ~24 y 25 KkDa,

respectivamente) de la fraccion neurotoxica.”’ La fraccién neurotoxica indujo paralisis,
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relajacion muscular y cambios posturales en el cangrejo fantasma en menos de un

minuto.

Los efectos neurotdxicos duraron 2 h seguidos de la recuperacion del cangrejo. La
fraccion metabdlica caus6 la muerte después de 20 min, pero no hubo evidencia de
efectos neurotdxicos; la diseccion después de 1 h de estos cangrejos reveld dafio ejercido
por las enzimas proteoliticas en la fase metabdlica [Fig.10A], mientras que esto no se

observod con la fraccidn neurotoxica.

Figura 10. Efectos de la saliva de O. maya en el cangrejo fantasma: (A) hidrdlisis
tisular y muerte causada por la fraccion metabdlica (> 3 kDa); (B) érganos aun intactos
después de que el cangrejo se recuperara de la paralisis y relajacion inducida por la
fraccion neurotoxica (< 3 kDa).

2.6.2.1 Fraccion paralizante

La elucién con agua de la fraccién neurotdxica aplicada en un cartucho C18-U SPE
dio como resultado una fraccion que provoco la paralisis total del cangrejo. Sin embargo,
las dosis de la fraccion paralizante (25 mg) fueron superiores a las de la fraccion
neurotdxica (4 mg). La cromatografia en capa fina en fase normal mostré que la fraccion
neurotdxica era polar con los compuestos revelados con ninhidrina, lo que sugeria un
origen peptidico o de amina primaria. La cromatografia de liquidos de alta resolucién
(CLAR) en fase reversa usando el detector evaporativo de dispersién de luz (DEDL o
ELSD en inglés) mostré dos picos en el intervalo de 3 a 4.8 min [Fig. 11], como se

esperaba, ya que los compuestos se eluyeron del cartucho SPE con agua.
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Figura 11. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) de la fraccion paralizante.
Analisis de la fraccion paralizante mediante CLAR de fase reversa.

El analisis revel6 17 aminoacidos en la fraccidén paralizante [Fig. 12], incluidas la
alanina y la glutamina, que se encuentran en el sistema nervioso central de los cangrejos
y las langostas.'® Algunos de estos aminoacidos estan implicados en la inhibicion
muscular, por ejemplo, el acido glutamico, que puede transformarse en acido gamma-
aminobutirico, un inhibidor de la funcidon de las motoneuronas en los pereidopodos de los

cangrejos.'?"
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Figura 12. Perfil de aminoacidos de la fraccion paralizante.
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2.6.2.2 Fraccion relajante

Después de la separacion de la fraccidn paralizante, el cartucho C18-U se eluyo
en gradiente con H20:CH3CN (95:5, 90:10, 80:20 y 50:50). Todas las fracciones fueron
evaluadas en el ensayo neurotdxico; solo las fracciones 95:5 (baja actividad) y 90:10 (F2,
2 mg/mL, 100 pL) causaron relajacion en el cangrejo fantasma. Ambas fracciones
indujeron una relajacion reversible y el cangrejo se recuperd y no presenté sintomas

después de dos horas. Dos dias después, ningun cangrejo habia muerto.

La separacion de la fraccion relajante (F2) con el cartucho SCX-SPE condujo a
una fraccion con fuerte actividad sobre el cangrejo (F3, 2% NH4OH en MeOH, dosis de 1
mg/mL, 100 yL); el cangrejo se relajé después de 10 s. El analisis CLAR de fase reversa
reveld un pico unico principal, que a su vez se separdé mediante una ejecucién de CLAR
semipreparativa (5 mg/25 uL) y se recogi6 el pico principal. El analisis estructural indico
que se aislé serotonina, confirmando la identidad mediante la inyeccién de un estandar
de serotonina (2 mg/mL, Sigma Aldrich H9523) en el sistema CLAR. EIl tiempo de
retencion fue idéntico al pico aislado en la fraccion F3. Ademas, la evaluacién de
serotonina en el bioensayo neurotéxico (2 mg/mL) indujo relajacion en el cangrejo con el

mismo tiempo e intensidad.

Por otra parte, se observd que la fraccion 95:5 obtenida de la fraccion relajante,
tenia actividad en menor medida a comparacién de la fraccion 90:10, sin embargo, al
tener actividad es posible su estudio para la busqueda de algun compuesto de valor

bioldgico.
2.7 Técnicas de extraccidon y separacion

La separacion de biomoléculas se basa en las diferencias fisicoquimicas de las
moléculas de interés; asimismo, en caso de los neuropéptidos y otras biomoléculas, la
secuencia de aminoacidos al ser la unica, determina su naturaleza. Por dicha razén
existen diversas técnicas para realizar una separacion y extraccion eficiente aplicando a

nuestro favor las caracteristicas de la biomolécula a estudiar.
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2.7.1 Extraccion de neuropéptidos

Existen tres métodos de extraccion de neuropéptidos de un tejido descritos por
Conlon;'%? el primero consiste en la extraccién con agua en ebullicion/1 M de acido
acético, el segundo es la extraccion con etanol acidificado y por ultimo, la extraccion con

hidrocloruro de guanidina/solucion inhibidora de proteasas.

Anteriormente, se han reportado dos de los métodos de extraccidon de
neuropéptidos’ en la cual se hizo una pequefia variacion del método de etanol acidificado
utilizando metanol; sin embargo, este ultimo se describe como uno de los mejores

meétodos para la extraccion de neuropéptidos al ser selectivo.

2.7.2 Extracciéon en Fase Sélida (EFS)

El procedimiento consiste en cargar una disolucién en una fase sdlida, un cartucho,
que por lo general contiene el adsorbente que es capaz de retener a los analitos, lavar
los componentes no deseados, eluir a los analitos deseados con otros disolventes. Para
realizar el acondicionamiento de los materiales utilizados en fase sdlida, se pasan por
una columna los disolventes organicos y/o el agua, para incrementar el area de superficie
efectiva y reducir la interferencia, [Fig. 13]."%°
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Figura 13.  Cromatografia por Extraccion en Fase Sdlida.'’*
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La Extraccion en Fase Sdlida (EFS) es una técnica util y versatil para acoplarse a
otras técnicas de analisis en la separacién y aislamiento de analitos; una de las ventajas
que posee la técnica es la concentracién de las muestras, la superficie relativamente
pequefa de la fase solida puede soportar un gran volumen de la muestra y proporcionar
una retencion completa. Por otro lado, la EFS es una herramienta beneficiosa para
eliminar las interferencias en las muestras y obtener sefiales claramente identificables en

el analisis cromatografico.’®

2.7.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)

Es la técnica que se usa mas ampliamente para la separacion, identificacion y
purificacion de péptidos bioactivos. El analisis por CLAR, puede reflejar la informacion de
una muestra sin ser necesario recolectar fracciones; las principales ventajas de esta
tecnologia incluyen la facilidad de operacién, una alta resoluciéon y sensibilidad.'”® De
esta forma, las cantidades de material a detectar pueden variar desde picogramos vy
nanogramos (escala analitica) hasta microgramos y miligramos (escala semipreparativa)
y multigramos (escala preparativa). Otra ventaja es su tecnologia basada en su
aplicabilidad a diversos tipos de analitos, desde pequefias moléculas organicas y iones
hasta grandes biomoléculas y polimeros, permitiendo la deteccidén sin destruccién que
permite la colecta de fracciones para su posterior andlisis. La separacion y la deteccion
se producen a temperatura ambiente o ligeramente por encima de ella, este método es
adecuado para compuestos de estabilidad térmica limitada. En conjunto CLAR es una
técnica robusta, eficaz e ideal para la deteccién de diversos componentes en matrices
complejas, que ofrece una amplia gama de modos de separacion y la combinacién de la
separacion cualitativa y cuantitativa.’®” Los principales componentes de un equipo de
CLAR son los depositos de disolventes, las bombas de alta presion, la columna a utilizar,

los detectores y el equipo de computo (registrador) [Fig. 14]."%¢
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Figura 14. Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion, Polaris 211 (Varian, Inc).

274 Cromatografia en Gel Permeable

También conocida como cromatografia de exclusiéon por tamafo; como lo indica
su nombre, separa las moléculas con base a la extension de la(s) molécula(s), su
mecanismo de separacion es filtrar las moléculas y retenerlas en pro de su dimension de
acuerdo al tamano de poro del gel, las particulas con un volumen mayor podran pasar a
través del mismo facilmente, en cambio, las que poseen un volumen pequefo, quedaran

retenidas por mayor tiempo, [Fig. 15]."%°
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Figura 15. Cromatografia en Gel Permeable."%”
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La cromatografia de exclusion por tamafio es una técnica comunmente utilizada,
debido a la diversidad de las masas moleculares de péptidos y proteinas en los tejidos y
extractos biologicos. La cromatografia en gel permeable se ha empleado para muchas
funciones, como el intercambio de buffers (desalacion), la eliminacion de contaminantes
no proteicos, eliminacién de agregados de proteinas, el estudio de las interacciones
biologicas y las condiciones de plegado de las proteinas. También tiene la importante
ventaja de ser compatible con las condiciones fisiologicas y en comparacién a otros
procedimientos cromatograficos, la exclusidén por tamafio no es una técnica de

adsorcion.'"?

2.7.5 Cromatografia de Intercambio lénico

Actualmente la cromatografia de intercambio iénico ha recobrado gran importancia
como técnica de separacién de biomoléculas; su mecanismo de separacion se basa en
los grupos funcionales cargados que unen a las moléculas de carga opuesta que contiene
la muestra. Las moléculas unidas son eluidas del medio por desplazamiento con la
aplicacion de un gradiente de concentracion de una molécula cargada, Por otra parte, al
ser una técnica de adsorcion, puede ser usada para capturar moléculas con carga

positiva o negativa, [Fig. 16]."%°
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Figura 16. Cromatografia por Intercambio ionico.""”
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2.7.6 Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometro de Masas

Recientemente, la Cromatografia de Liquidos es combinada con el equipo de
Espectrometria de Masas (CL-EM). Esta técnica es robusta y precisa, debido a que es
utilizada como método estandar para la caracterizacion de secuencia de péptidos en la
elucidacion de proteinas.’’® La aparicion de las técnicas de ionizacién "suave", que
comenz6 en 1981 con la introduccion del bombardeo de atomos rapidos (FAB), seguido
de la ionizacion por electrospray (ESI) y la desorcién/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI), ha hecho posible este tipo de analisis mediante espectrometria de masas. para
proteinas y péptidos, con (0,01%) alta precision. Los dos ultimos métodos se han
convertido rapidamente en herramientas importantes para la deteccién y caracterizacion
de biomoléculas, debido a su sensibilidad, alto rango de masas y la capacidad de analizar
mezclas complejas no separadas.’’'? Estas técnicas poseen gran importancia debido a su
aplicacién en la investigacion, la industria farmacéutica, agroquimica, alimentaria, entre
otras [Fig. 17].""°

Figura 17. Equipo CL-EMAR Agilent 6545 QTOF (UJAT-C.I.T.A.T).

2.7.6.1 lonizacion por electrospray en CL-EM e identificacion de biomoléculas

En ESI, los iones se forman a partir de péptidos y proteinas al rociar una
solucion diluida de estos analitos a presion atmosférica desde la punta de un capilar fino.

El proceso de rociado, a menudo asistido por nebulizacién, crea una fina niebla de gotas.
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Las gotitas se forman en un campo eléctrico muy alto creado al aplicar un alto voltaje
entre la punta del rociador y el contraelectrodo. En este proceso, las gotas se vuelven
altamente cargadas. La evaporacion del solvente es rapida a partir de estas pequefias
gotas. A medida que las gotitas se evaporan, las moléculas de péptido y proteina en las
gotitas toman uno, dos o mas protones del solvente para formar uno solo o, mas
frecuentemente, con carga multiple (p. €j., [M+H]*, [M+2H]?*) iones. El nimero de cargas
adquiridas por una molécula es aproximadamente equivalente al numero de posibles
sitios de union de protones. A medida que las gotitas continian encogiéndose, la
densidad de carga en la superficie de cada gotita aumenta hasta el punto en que la
repulsion de la carga supera las fuerzas que mantienen juntas la gotita y los iones
solvatados contenidos en ella. Luego, los iones son "emitidos" o "evaporados" desde la
superficie de la gota a través de la repulsién culdmbica. Los iones se muestrean en la
region de alto vacio del espectrometro de masas para el analisis y la deteccion de masas.
Normalmente, se observa poca o ninguna fragmentacion en los espectros de masas ESI
normales de péptidos. El solvente tipico para péptidos y proteinas es una mezcla de agua
y un modificador organico como CH3CN y hasta un pequefo porcentaje en volumen de
acido acético, férmico u otro acido volatil para mejorar la ionizacién de los componentes

de la muestra, [Fig. 18].
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Figura 18. Mecanismo de ionizacién electrospray.
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La ionizacién por electrospray ha convertido a la LC-MS en un método practico y
robusto para la introduccion de muestras porque el instrumento toma muestras de iones
en fase gaseosa, a diferencia de los liquidos. El entorno ideal para presentar una muestra
a cualquier espectrometro de masas, independientemente del mecanismo de ionizacion,
es una mezcla de agua pura y disolventes organicos volatiles que contengan niveles
bajos de acido o base volatil. Afortunadamente, tales mezclas (p. ej., agua, acetonitrilo y
acido férmico al 0,05% al 0,1% en volumen) también son las que proporcionan una
separacion oOptima de péptidos y proteinas mediante cromatografia de fase reversa.
Desde un punto de vista practico, LC-MS es una forma eficiente de fraccionar mezclas
complejas antes de la MS, lo que ahorra un tiempo valioso del instrumento y evita posibles

pérdidas de muestras durante el fraccionamiento preparativo.’*
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3. JUSTIFICACION

La industria pesquera, un segmento importante de la industria alimentaria,
proporciona una gran variedad de productos marinos. En 2018, la produccion mundial de
productos del mar fue de 179 millones de toneladas, los cuales generan grandes
volumenes de residuos, estos incluyen deshechos de procesamiento y grandes
cantidades de aguas residuales. Optimizar el aprovechamiento de los residuos es
fundamental para prevenir o minimizar el impacto ambiental. En los ultimos afos, se ha
observado un gran interés por la valorizacién de los deshechos a través del aislamiento
de compuestos para uso como productos funcionales, nutracéuticos y farmacéuticos en

una amplia gama de aplicaciones comerciales.

La busqueda de nuevos productos a partir de los organismos marinos esta en
crecimiento, en especifico el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
extraidos de cefalépodos (incluidos los pulpos, las sepias y los calamares), algunos de

los cuales pueden usarse para el desarrollo de farmacos.

En México el pulpo rojo, Octopus maya, es una especie endémica de la peninsula
de Yucatan con un alto valor econdmico, actualmente constituye el quinto lugar en
recursos pesqueros nacionales. Entre el 2001 y 2015 la captura promedio supero las 25
mil toneladas.*° En la comercializacion, el 85% se destina al consumo humano y el 15%
corresponde a subproductos, los cuales son desechados al mar o confinados al basurero
durante su evisceracion. Dentro de estos subproductos, se encuentran las glandulas
salivales posteriores (GSP), donde los pulpos secretan una variedad de moléculas
bioactivas para alimentarse de sus presas. Tras el envenenamiento, se observa en los
crustaceos una rapida inmovilizacién debido a los efectos hipotensores, asi como una
paralisis flacida, irreversible y completa. En diferentes cefalépodos se ha aislado una
amplia diversidad de sustancias bioactivas, incluidas moléculas pequefias como
acetilcolina, histamina, octopamina, serotonina, taurina, tetrodotoxina, tiramina vy
proteinas. Incluidos en esta tremenda biodiversidad molecular estan los péptidos de
taquicinina Oct-TK-l y Oct-TK-Il de Octopus vulgaris, Oct-TK-Ill de Octopus kaurna y
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eledoisina de Eledone cirrhosa. A pesar de este potencial, se sabe sorprendentemente
poco sobre la composicion molecular de los venenos en este grupo diverso y poco
estudiado y, en términos generales, los cefaldépodos se han identificado como un area de

investigacion de venenos notoriamente descuidada.

Por tal motivo, nuestro grupo de investigacion realizé estudios sobre la
composicién quimica de las GSP de O. maya y el efecto en sus presas naturales
(crustaceos). Estos estudios se centraron en el extracto acuoso, el cual se fracciono
mediante ultrafiltracion de membrana con una masa molecular de corte de 3 kDa que
condujo a una fraccion metabdlica (>3 kDa) y una fracciéon neurotéxica (<3 kDa). La
fraccion neurotdxica inyectada en cangrejos es capaz de ocasionar un efecto relajante-
paralizante sin ocasionar la muerte. La separacion biodirigida de la fraccidn neurotdxica
por cromatografia, condujo a una fraccién de efecto paralizante y una fraccién de efecto
relajante. Estudios previos sugieren que el efecto paralizante es provocado por los
aminoacidos presentes en la saliva, mientras que el efecto relajante es inducido por la
presencia de serotonina.” Sin embargo, los péptidos presentes en estas fracciones, no

se han logrado secuenciar ni dilucidar molecularmente.

Por lo tanto, el presente proyecto pretende identificar un derivado proteico
bioactivo en las fracciones obtenidas de las GSP del pulpo rojo, Octopus maya,
empleando extracciones selectivas, separaciones biodirigidas, métodos cromatograficos

y detectores como el espectrémetro de masas.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

41 Hipétesis

Si se logro aislar la serotonina en una de las fracciones con actividad paralizante
de las glandulas salivales posteriores (GSP) de Octopus maya y considerando que
existen mas fracciones activas, entonces sera posible aislar e identificar un derivado

proteico bioactivo.

4.2 Objetivo General

Aislar, identificar y evaluar la actividad bioldgica de al menos un derivado proteico
bioactivo presente en la fraccion neurotoxica de las GSP de Octopus maya obtenidas de

los subproductos de su pesca.

4.3 Objetivos Particulares

Colectar de la pesqueria, glandulas salivales posteriores (GSP) de Octopus maya.
Generar el extracto crudo de GSP de Octopus maya mediante extraccion selectiva.
Realizar la separacion biodirigida de los compuestos bioactivos mediante el uso de
técnicas cromatograficas y seguimiento del efecto neurotdxico en los modelos de Artemia
salina'y Ocypode quadrata (cangrejo fantasma).

Realizar el analisis de los perfiles cromatograficos de las fracciones mas prometedores
con el fin de obtener compuestos bioactivos.

Llevar a cabo la elucidacién estructural de los compuestos aislados mediante
Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (CL-
EMAR).

Realizar el estudio sistematico (dereplicacién) para determinar la presencia de
compuestos conocidos en fracciones bioactivas mediante CL-EMAR y bases datos

internacionales.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacion, se muestra el esquema general de la metodologia experimental

utilizada en este proyecto de investigacion.

Colecta Manual

de GPS
Extraccion selectiva
de neuropéptidos |4= === —~—
MeOH:H,O:HClI
G y—— Evaluacion de la
etner::mon de ———————— »| actividad neurotéxica
SHrActo oriida sobre Ocypode quadrata
Andlisis del perfil
cromatografico
HPLC
Prefraccionamiento y
desalado empleando
EFS fase reversa
Analisis del perfil
cromatografico
HPLC
FN-3 FN-2 FN-1 Evaluacion de la
8020 p==—=——-- 90:10 == === 95:5 - —»| actividad neurotdxica
H,0:CH,;CN H,0:CH,CN H,0:CH,CN sobre Ocypode quadrata

l

Fraccionamiento
empleando gel
permeable

Analisis del perfil
cromatografico
HPLC
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actividad neurotoxica P —— FN-1.1 | - FN-1.2 |- =] FN-1.3
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[

Y

Analisis CL-EMAR

I
v

Anotacion del
compuesto

Figura 19. Esquema general de la metodologia de investigacion.
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5.1 Materiales

Los disolventes y reactivos empleados en todos los casos fueron grado reactivo
analitico (RA); para los métodos cromatograficos fueron grado CLAR y en algunos casos
grado CL-EM.

5.2 Instrumentacion, métodos desarrollados para el analisis y aislamiento
cromatografico

5.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

El sistema cromatografico Polaris 211 (Varian, Inc) empleado, cuenta con dos
bombas 211, un inyector automatico 410, y dos detectores: un detector evaporativo de
difraccion de luz Polymer ICE 2100 (DEDL o ELSD en inglés) y un detector ultravioleta
355 (UV).

5.2.2 Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de Masas (CL-EM)

Sistema CLAR Agilent 1260 LC acoplado a un detector de masas 6545
QTOF/HRMS de alta resolucion con una fuente ionizacion por Electrospray (ESI) de tipo
Jet [Fig. 17], operado en modo positivo (ESI+) a la fase movil se le adicion6 0.1% de

acido foérmico a las muestras para generar la ionizacion de los compuestos.

5.3 Area de Colecta

Las glandulas salivales posteriores (GSP) se colectaron de manera manual de los
pulpos que ingresaron a la Cooperativa Riberefios de Sisal de R.L. de C.V. en el puerto
de abrigo de Sisal, Yucatan, resultado de la pesca en la costa de Yucatan. La zona de
pesca de Octopus maya, abarca desde la localidad nombrada la Bocana (la carbonera)
hasta Celestun. Los pulpos se capturaron mediante la pesca artesanal conocido como
“‘jimba y gareteo”, la cual es una técnica sustentable y conservativa, puesto que las
hembras en estado reproductivo no son capturadas, lo que permite la conservacion de la

especie.*’

Por otra parte, para la preservacion de la especie y su regulacion en la pesca se

tiene la NOM-009-PESC-1993, esta establece un periodo de veda que abarca del 16 de
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diciembre al 21 de Julio.® Las muestras de GSP fueron obtenidas en los meses que opera
la flota comercial de pescadores riberefios de Sisal. Las glandulas fueron preservadas

hasta el dia de su analisis en un ultracongelador REVCO.

5.4 Preservacién y Manejo de Muestras

Las GSP se congelaron a -70 °C en un ultracongelador REVCO, pesadas
previamente y conservadas en paquetes con papel aluminio en bolsas ziploc
debidamente etiquetadas (numero de colecta, fecha, nombre de la muestra, colector, sitio
de colecta, peso, apariencia); posteriormente para su tratamiento se liofilizaron a -54
°C/0.200 mbar.

5.5 Extraccion selectiva mediante el uso de metanol acidificado
5.5.1 Preparacion del metanol acidificado

Se utilizaron 750 mL de metanol acidificado, mezclando MeOH:H20:HCI (para el
HCI y MeOH, grado HPLC y MiliQ para el H20) en las siguientes proporciones: 562.5
mL:187.5 mL:13.5 mL, respectivamente. Primero mezclar H20 y MeOH en un vaso de
precipitados a condicionado con un bafo de hielo, y posteriormente, agregar lentamente
el HCI. Ya realizada la mezcla de los disolventes y el HCI, se procedié a etiquetar

correctamente el frasco y refrigerarlo a -20 °C por 30 minutos.

5.5.2 Extraccion de los compuestos bioactivos a partir de las GSP liofilizadas

Una vez liofilizado el tejido, se procedié a su pulverizacion manual en un mortero
con pistilo. Consecutivamente, el tejido se colocé en un vaso de precipitados
acondicionado con bano de hielo y se agregd metanol acidificado en una relacion de 8
mL/g de tejido. Para el procedimiento anterior, se utilizaron 535.5 mL de metanol
acidificado y 66.94 g de tejido pulverizado, manteniendo en agitacion magnética
constante durante 20 min.'% La mezcla obtenida se decanto y transfirié a tubos Falcon
para su posterior centrifugacion (5000 rpom/10 min). El sobrenadante obtenido se traspaso
a un matraz bola de 1 L y se elimind el exceso de metanol a presion reducida (30
mmHg/25 min) a través de un sistema de evaporacion rotatoria (Buch; Modelo Rotavapor

RE-IIl). Posteriormente, el extracto acuoso remanente se centrifugé y al sobrenadante
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recuperado se le agregd HCOOH para obtener una disolucidon 0.2% v/iv de
HCOOH/extracto recuperado, la disolucién se coloco en tubos Eppendeorf previamente
pesados y fueron llevados a refrigeracién a -70 °C en un ultracongelador REVCO, a

posteriori se procedio a liofilizar las muestras para determinar el rendimiento.

5.6 Bioensayos
5.6.1 Bioensayo sobre Ocypode quadrata

Se evalud el efecto neurotdxico del extracto y fracciones sobre cangrejo fantasma
(Ocypode quadrata), el cual fue recolectado de las playas de Sisal, Yucatan." Para la
evaluacion del extracto crudo, se pesaron 4.5 mg y se disolvieron en 1 mL de H20
destilada obteniendo una concentracion de 4.5 mg/mL, utilizando como control negativo
H20 destilada. Consecutivamente, se realizd la inyeccion del extracto crudo diluido
administrando 50 pL, mediante una jeringa para insulina, en la base del tercer pereiépodo
(apéndice ambulatorio) donde se encuentra la membrana artrodial del cangrejo fantasma.

Se realizé la misma metodologia para el control negativo (H20 destilada, 50 pL).

Asimismo, las fracciones separadas del extracto crudo se evaluaron (actividad
neurotdxica) administrando una dosis de acuerdo con el tamafo y peso de cada sujeto
de experimentacion. En este sentido, para cangrejos de mayor tamafo y peso mayor a
25 g, se utilizaron 50 pL de muestra y para cangrejos de menor tamafo y peso menor a
25 g, 20 L.

5.6.2 Bioensayo sobre Artemia salina

Se implement6 un ensayo de neurotoxicidad utilizando como modelo a Artemia
salina,"’® a fin de minimizar la cantidad de muestra requerida. Estudios previos han
utilizado este ensayo para observar el comportamiento del organismo a los segundos de
su administracion, resaltando la utilizacion de cantidades pequefias de la sustancia de
interés. Este comportamiento incluye descoordinacion, paralisis, reducciéon de la
movilidad y hasta la muerte. Artemia salina se obtuvo del laboratorio de Alimento vivo de
la Unidad de la UNAM en Sisal. Se obtuvieron 100,000 de nauplios de Artemia salina en

200 mL de agua marina, manteniéndolas con flujo de aireacion (2-3 burbujas por
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segundo) a una temperatura de 23-25 °C a las 24 y 48 horas. Posteriormente, se coloco
una luz por fuera del recipiente de los organismos con el fin de tomar alicuotas con
artemias funcionales. Se tomaron 8 alicuotas con una micropipeta de los organismos para
pasarlos a un matraz de 50 mL con agua de mar. De la disolucion anterior, se tomaron
100 uL conteniendo 10-12 artemias, las cuales se colocaron en cada pozo de una placa
de 96 pozos. Consecutivamente, las artemias se observaron durante 30 segundos
mediante un microscopio estereoscopico para evaluar el comportamiento (moviendo y
orientacién), a continuacion, se aplicé cada fraccion para evaluar el efecto durante el

mismo tiempo (30 segundos).

Se colocaron 50 pL del extracto a una concentracién de 1.0 mg/mL a evaluar sobre
10-12 artemias y se observaron bajo el microscopio por un intervalo de 30 segundos;
como blanco se utilizé agua de mary se llevo a cabo la observacién por el mismo intervalo

de tiempo.

5.7 Prefraccionamiento y desalado mediante Extraccion en Fase Soélida (EFS) en
fase reversa

En general, los extractos de organismos marinos contienen una gran cantidad de
sales. En este sentido, fue necesario desalar los extractos crudos empleando EFS y lavar
los cartuchos con suficiente H20 (5 mL de H20 tres veces por cartucho) para eliminar las
sales, mientras que el emplear un gradiente (H20:CH3CN) ayuda al prefraccionamiento
por polaridad del extracto crudo. Para este proceso, se usaron cartuchos de EFS (Strata
C18-T, 1 g fase/6 mL; 55 um, 140 A, Phenomenex Inc.). Los cartuchos de EFS se lavaron
y acondicionaron, eluyendo 4.5 mL de metanol y luego 4.5 mL de H20 (4.5 mL de H20 X
2 veces). Consecutivamente, se colocaron 4.5 mL del extracto crudo, con una
concentracion de 67 mg/ mL por cartucho. Una vez absorbida la muestra en el cartucho,
se lavé el cartucho con 5 mL de H20 tres veces, y se eluyeron con un gradiente de
H20:CH3CN (FN-1 95:5; FN-2 90:10; FN-3 80:20, 5 mL) colectando cada sistema por
separado. Cabe mencionar, que los cartuchos se utilizaron para realizar el proceso de
desalado y prefraccionamiento, reutilizandolos para efectuar en proceso dos veces por

cartucho. Posteriormente, se elimind el CH3CN al vacio mediante el uso de un sistema
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de rotaevaporacion (Buchi; Modelo Rotavapor RE-IIl), para colocar la disolucién en tubos
Falcon de 50 mL. Finalmente, las fracciones colectas se congelaron y se llenaron a

sequedad mediante liofilizacion para determinar el rendimiento.

5.8 Analisis por CLAR fase reversa de las fracciones obtenidas por EFS

Todas las fracciones obtenidas de EFS fueron analizadas mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (CLAR) en condiciones analiticas desarrollado previamente
en el laboratorio.”’ Se utilizé una columna LUNA Omega 5 pm PS C18 (250 x 4.6 mm,
100 A; Phenomenex, Inc; USA), detector de UV a 215 nm. Como fase movil A se utilizd
H20 y CH3CN como fase mévil B. Se empled un método analitico con un gradiente de
100% de A en un tiempo de 5 minutos, 100-85% de A en 7 minutos, 85-65% durante 20
minutos, de 65-50% de A en 15 minutos, para posteriormente en un tiempo de 20 minutos
pasar a 100% de B. Se inyectaron 20 uL del extracto crudo o fraccion con un flujo de 1.0

mL/min con un tiempo de analisis de 25 minutos.

5.9 Analisis por cromatografia en Gel Permeable de la fraccién FN-1 (95:5)

La fraccion FN-1 se sometio al analisis por cromatografia en Gel Permeable para
separar en funcion de su masa molecular, utilizando una columna Yarra 2000 (300 x 7.8
mm, 0.5 a 40 kDa; Phenomenex, Inc; USA). Para las condiciones analiticas se utilizdé un
gradiente isocratico de 90:10 de H20:CH3CN durante 17 minutos con un flujo de 1.0

mL/min.

Una vez analizado el perfil cromatografico de Gel permeable, se procedio a la
separacion semipreparativa. Para esta separacion se utilizé una columna TOYOPEARL
HW55 (5 ym, rango de trabajo de 0.1 a 10 kDa; 10 x 3 cm, Tosoh Bioscience LLC; JAP).
Se inyectd 1 mg/mL de la fraccion con un flujo de 1.0 mL/min y un gradiente isocratico de
90% A (H20) y 10% B (CH3CN), con un tiempo de analisis de 25 minutos y empleando
un detector UV a 215 nm. En este analisis se colectaron tres fracciones FN-1.1, FN-1.2 y
FN-1.3.
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5.10 Analisis por CLAR fase reversa de las fracciones FN-1.1, FN-1.2 y FN-1.3

Las fracciones colectadas FN-1.1, FN-1.2 y FN-1.3 fueron analizadas mediante
CLAR de fase reversa (seccion 5.8, pag 43).%° Posteriormente, estas fracciones fueron
sometidas al bioensayo in vivo sobre cangrejo fantasma (Ocypode quadrata) y Artemia
salina, empleando este ultimo modelo (Artemia salina) para las fracciones con un

rendimiento menor a 1 mg.

5.11 Analisis por Gel permeable de la fraccion FN-1.1 y determinacion de la masa

molecular

Posterior al analisis por CLAR fase reversa, se realizd el bioensayo
correspondiente de cada una de las fracciones obtenidas, de acuerdo con el resultado
del bioensayo se seleccioné la fraccion FN-1.1, a la cual se le realizé cromatografia por
Gel permeable en condiciones analiticas empleando el método y las condiciones

descritas en la seccion 5.2.4 de este trabajo.

Con la finalidad de determinar la presencia de compuestos de alta masa molecular
(MM esperado: 8-40 kDa) o de baja masa molecular (MM esperado: 3-10 kDa), se realizd
el perfil cromatografico mediante cromatografia en gel permeable (CGP). Lo anterior, nos
sirvié para separar compuestos en funcion del tamafio molecular. Para ello, se utilizé una
columna Yarra SEC-2000 (3 um, 300 X 7.8 mm, Phenomenex Inc.) con rango de trabajo
de 0.5-40 kDa. Para determinar la masa molecular aparente, se procedié a calibrar la

columna.

5.11.1 Calibracion rapida de la columna Yarra SEC-2000

Se emplearon diferentes estandares con diferentes pesos moleculares: uracilo,
bacitracina y albumina con diferente masa molecular como estandares para la curva de

calibracion [Tabla 7].
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Tabla 5. Estandares utilizados para la curva de calibracion.

Estandar Masa molecular [mg/mL]
(kDa)
Uracilo 0.132 0.5
Bacitracina 1.422 0.2
Albumina 66.00 0.5

Cada estandar se analiz6 en el sistema cromatografico Polaris de 211 Varian. Las
condiciones de analisis fueron: columna Yarra 3u SEC-2000 con un flujo de 1 mL/min,
con un método isocratico 90:10 de H20/CHsCN, una inyeccion de 20 yL y 17 min de
analisis para cada estandar. De cada analisis, se determin6 el volumen de exclusion (X)
y el Log del PM (Y) de cada estandar, y se realizé la regresion lineal para obtener la

ecuacion de linea recta.

5.12 Analisis de la anotacion estructural de la fraccion FN-1.1 y determinacion de
la masa molecular por CL-EMAR

Para realizar el analisis de la fraccion FN-1.1 por CL-EMAR, las condiciones que

se emplearon en CLAR se trasladaron al sistema CL-EMAR.

Condiciones de analisis

Se utilizé una columna Biozen XB-C18 (Phenomenex, 1.7 mm de tamafo de
particula, 110 X 2.1 mm). Como fase movil A se utilizé H20 y CH3CN como fase mévil B:
con un gradiente de A por 3 minutos, 85% de A de 3 a 8 minutos, 50% de A de 8 a 10
minutos, 100% de B de 10 a 19 minutos, para finalmente pasar de 19 a 30 minutos a
100% de B; con un flujo de 0.200 mL/min. El voltaje de capilar 3500 V; gas para secado
N2, 8 L/min, 320 °C; nebulizador 35 psi; gas de envoltura 11 L/min, 350 °C. Voltaje del
nozzle 1000 V; fragmentador 175 eV/1614 kcal/mol; Skimmer 65 V; Octopole RF Peak
750 V.

Para sintonizar las masas, se utilizaron los siguientes estandares: 121.0509 m/z
(purine, CsHsN4) y 922.0098 m/z (hexakis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoxy) phosphazine,
C18H1906N3P3F24). El detector de masas fue operado en modo 2 GHz extendido, rango

dinamico, y una velocidad de adquisicidon de 3 s (all ions Ms/Ms).
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La anotacion del compuesto se realizé con la fragmentacién de la fraccidn obtenida
en la celda de colision a una energia empleada de 20 V con nitrégeno ionizado. Para la
fraccion analizada se utilizaron los iones modo MS/MS. A partir de esta informacion y la
distribucion isotopica observada en los espectros, se puede tener una identificacion

confiable sobre los compuestos detectados en la fraccion.’'®

A partir de los estudios en CL-EMAR de la fraccién activa, se obtuvieron las masas
moleculares de alta resolucion y el tiempo de retencién de las senales de la fraccion
activa. Posteriormente, se realizd un estudio sistematico para determinar la presencia de
compuestos conocidos en bases de datos como Met-Lin (Metabolitos naturales, 10 000
compuestos, Base de datos Agilent implementada en el programa PCLD de MassHunter,

Agilent Inc.) y bases de datos internacionales como SciFinder.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las GSP se obtuvieron producto de la pesca riberefia, dichas glandulas fueron
seleccionadas por su integridad y coloracion, estas glandulas fueron empacadas en

pequefos bultos de papel aluminio y congeladas en el ultracongelador REVCO a -70 °C.

La coloracion de las glandulas fue de un tono amarillo ocre. Las GSP se liofilizaron
y se trituraron para posteriormente realizar la extraccién en metanol acidificado [Fig. 20].
Para este trabajo nos dirigiremos como “extracto crudo” a la fraccion neurotdxica,”

obtenida de la extraccion selectiva de neuropéptidos con metanol acidificado.

Figura 20. GSP de Octopus maya antes y después de ser trituradas.

En la figura 20 se muestran las GSP obtenidas de Octopus maya para la
realizacion de nuestro extracto. Para preservar las muestras y evitar que perdieran su
composicion bioquimica se realizo la liofilizacion de los tejidos. Esta practica se uso para
mantener intacta la integridad de muestras bioldgicas, para ello fue necesario realizar una
congelacion previa de las GSP. El principio de la liofilizacion es la sublimacion, la cual
facilita la eliminacion de H20 presente en las muestras empleando temperaturas y
presiones bajas (-54 °C y 0.200 mbar, respectivamente), mientras que la estructura del

tejido permanece intacta y las enzimas inactivas.
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La eliminacion de H20 mediante el secado por congelacién al vacio de materiales
bioldgicos es un método de conservacidon que produce productos finales de la mas alta
calidad. Las aplicaciones farmacéuticas incluyen el secado de productos farmacéuticos
labiles, la produccion de formulaciones de vacunas estables a largo plazo, la
conservacion de productos farmaceéuticos basados en acidos nucleicos y el desarrollo de

sistemas de micro y nanoparticulas para la administracion de farmacos, etc.""’

Culminado el proceso de liofilizacion de las GSP, se procedié a triturarlas con la
finalidad de obtener particulas pequenas y asi tener mayor area de contacto entre el
disolvente (metanol acidificado) y nuestra muestra, induciendo una eficiente extraccién

de los derivados peptidicos presentes en las GSP de O. maya.

6.1  Obtencion del extracto crudo de las GSP de Octopus maya

Los neuropéptidos varian apreciablemente en términos de masa molecular, carga
e hidrofobicidad, por lo que no existe un unico método optimo para la extraccion en
diferentes matrices bioldgicas. Como todos los neuropéptidos se degradan rapidamente
por una variedad de peptidasas relativamente inespecificas,'’® el procedimiento de
extraccidon debe liberar los péptidos de las vesiculas de almacenamiento en un entorno
en el que las enzimas estén inactivas. Se han utilizado varios métodos generales para
inactivar las enzimas que degradan los neuropéptidos, mientras se liberan eficientemente
en el medio de extraccion. Estos métodos incluyen el uso de disolventes acuosos en
ebullicion a pH bajo o neutro; disolventes organicos, o una mezcla de disolventes acuosos
y organicos, a baja temperatura; y disoluciones acuosas de agentes caotropicos tales

como clorhidrato de guanidina 6 M que contienen un céctel de inhibidores de proteasa.

Estudios anteriores sobre venenos producidos por organismos marinos, han
demostrado que algunos de los compuestos activos encontrados son péptidos. Sus
principales caracteristicas, como su especificidad, su potencia y rapidez al actuar, asi
como el hecho de ser moléculas pequefas, hacen que estos compuestos sean de gran

potencial farmacéutico.'"”
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En el caso de los octopodos, se han aislado, a partir de las GSP, cuatro péptidos de la
familia de las taquicininas entre los cuales resalta la Eledoisina, cuyas funciones

farmacolodgicas son de relevancia médica.*®°®

Adicionalmente, nuestro grupo de investigacion analizd tres técnicas selectivas
para la extraccion de péptidos, evaluando la extraccion con H20, extraccién con metanol
acidificado y la extraccién con H20 en ebullicion/1 M CH3COOH. De cada metodologia
se valor¢ el rendimiento, manejo de muestra, pureza, tiempo de extraccion y actividad
biolégica. Se determiné que la mejor metodologia de extraccion fue mediante la
extraccion acuosa, por lo que se utilizé esta técnica para el desarrollo del estudio. Sin
embargo, se observo que el extracto aislado empleando MeOH acidificado no genero la
muerte sobre O. quadrata, deduciendo contenido de péptidos bioactivos. Por lo anterior,
en este trabajo se utilizé el protocolo de extraccion con metanol acidificado para evaluar

su constitucion.

Una vez recolectadas las GSP, se procedié a obtener el extracto crudo a través de
la metodologia reportada,’ utilizando la extraccion selectiva para neuropéptidos en

metanol acidificado.

Durante el procedimiento de extraccidon, se debe tener precaucion con la luz a la
que es expuesta el extracto crudo, debido a que dicha exposicidn genera la oxidacion del
extracto, tornando la muestra oscura. Ademas, se observo que, al hacer el analisis de la
muestra en el cromatégrafo, las columnas retienen parte de las especies oxidadas y al
recolectar las fracciones de interés salen coloridas. Asimismo, a pesar de tener los
cuidados necesarios, éste tiende a presentar una ligera pigmentacién. También, para el
presente trabajo se utilizaron GSP que tenian aproximadamente 2 afios de antiguedad,
por lo que podria explicar la sobre oxidacién del extracto [Fig. 21-A]. Por lo anterior, la
estructura quimica y el rendimiento de compuestos aislados marinos mediante técnicas
de extraccidn pueden verse afectados por varias condiciones experimentales (pH,
tiempo, temperatura, presion, tamafio de particula, disolvente, proporcién de muestra y

disolvente, velocidad de agitacion, etc.).'°
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Figura 21. Extraccion selectiva para neuropéptidos (A); concentracion del extracto crudo

(B).

Para la obtencion del extracto crudo de GSP, se utilizaron 535.5 mL de MeOH
acidificado y 66.94 g de tejido previamente pulverizado vy liofilizado. El extracto crudo se
centrifugo, el sobrenadante obtenido se separd y coloco en un matraz de fondo redondo
de 250 mL y se concentrd en un sistema de rotaevaporador para después agregar 0.2%
v/v.de HCOOH vy liofilizarlo. Finalmente, se obtuvo un total de 13.5406 g de extracto
liofilizado, [Fig. 22].

Figura 22. Concentrado del extracto crudo antes de liofilizar.
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6.2 Bioensayo del extracto crudo en Ocypode quadrata

Para evaluar la actividad biologica del extracto crudo obtenido, se empleé el
modelo in vivo sobre Ocypode quadrata o cangrejo fantasma, el cual se reportd con
anterioridad.”’ Este ensayo se realizd en cangrejo fantasma debido a su asequibilidad y
respuesta, siendo mas evidente observar el efecto neurotdxico que en otros crustaceos.
Mediante este bioensayo rapido se determinaron los efectos de la actividad neurotéxica
(paralisis, temblor y descoordinacion) y la metabdlica (mortalidad) de manera cualitativa.
En este bioensayo, se observé el comportamiento del organismo (O. quadrata) desde el
momento de la administracion y hasta las dos horas, notando a los minutos los efectos

esperados del extracto (actividad neurotodxica).

Para el procedimiento, se pesaron 4.5 mg de extracto crudo liofilizado y se
disolvieron en 1 mL de agua, de la disolucion se inyectaron 20 pL en la membrana
artrodial del tercer pereidpodo o apéndice caminador del cangrejo [Fig. 23-A]. Al cabo de
5 minutos se observaron movimientos descoordinados e involuntarios, para

posteriormente tener episodios de paralisis momentanea.

Figura 23. Imagen del bioensayo en cangrejo fantasma.
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En la evaluacion del extracto crudo, se logréo observar el efecto neurotoxico
deseado (paralisis, temblor y descoordinacion). Posterior al tiempo de inyeccion, el sujeto
de experimentacion se recuperé exitosamente de la paralisis inducida por el extracto en

menos de dos horas.

Es importante sefialar que esta fraccion neurotoxica se obtuvo directamente por
medio de la extraccion selectiva de neuropéptidos,'“? por lo cual, no fue necesario realizar
un paso extra para separar la fraccion neurotéxica de la metabdlica, realizada en trabajos

anteriores.’ “9

6.3 Analisis por CLAR fase reversa del extracto crudo

Se realiz6 el perfil del extracto crudo por CLAR fase reversa C18, para analizar la
complejidad del extracto obtenido y establecer la mejor estrategia de separacion.
Asimismo, comparar estos resultados con lo reportado en las tesis de maestria de
Maricarmen Corona Vazquez' y Dawrin Pech Puch®® [Fig. 23]. En estos estudios
reportados, la técnica utilizada para la obtencién de la fraccion neurotéxica fue por
extraccion con H20 y a continuacion se realizé ultrafiltracion para separar la fraccién

neurotdxica de la metabdlica, y obtener el perfil por CLAR-C18
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Figura 24. Analisis del extracto crudo mediante CLAR de fase reversa. Las condiciones
de andlisis se presentan en la seccién 5.8, pag 42. Deteccion UV a 215 nm (péptidos).
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En el cromatograma muestra una sefal mayoritaria entre el tiempo de retencion
3.4 min, muy parecida a la sefial principal obtenida por Corona.’ e inclusive el perfil es
igual de complejo, pero la intensidad de las senales son menores, a pesar de utilizar la
misma concentracion en el analisis, lo cual es caracteristicos de los extractos crudos

marinos, los cuales presentan muchas sales.

6.4 Separacion biodirigida por Extraccion en Fase Sélida (EFS) fase reversa

En los ultimos afios, la introduccién de extraccion en fase solida (EFS) con
soportes de fase reversa de alta capacidad basados en perlas de octadecilsilicio han
tenido un impacto importante en la separacion de biomoléculas. Estos materiales estan
disponibles en forma de cartucho que permite velocidades de flujo rapidas y, en
consecuencia, tiempos de aislamiento cortos y buenas recuperaciones de péptidos
adsorbidos. El tamarfio de particula del material de relleno en los cartuchos (25-40 pm)
es mayor que en las columnas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
convencionales, por lo que los cartuchos se pueden eluir a baja presion.'?' La EFS se
basa en el mismo principio que la Cromatografia de Liquidos, la separacion a través de
la polaridad; en los péptidos marinos existe una variedad importante de péptidos con sus
propiedades especificas y la EFS es una herramienta que ha mejorado a través del
tiempo y nos ayuda a facilitar la busqueda de posibles moléculas con valor biolégico,
siendo asi un paso primordial en la caracterizacion, preparacion y purificacion de péptidos

marinos bioactivos.

Posterior a la extraccion, se procedio a la separacién biodirigida para la obtencion
de las fracciones bioactivas. La separacion se realizé usando la técnica de extraccion en
fase solida (EFS) del extracto liofilizado, fraccionando por polaridad utilizando un
gradiente de H20:CH3CN. Los resultados de la separacién, asi como los resultados de la

evaluacion bioldgica se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Fracciones y rendimientos obtenidos del extracto crudo

Fraccion Sistema Cantidad Rendimiento Actividad*
(H20:CH3CN) (mg) (%)
FN-1 95:5 31.6 94 Si
FN-2 90:10 33.5 10.0 Si
FN-3 80:20 39.1 11.6 Si*
FN-4 60:40 20.5 6.1 No
FN-5 0:100 12.5 3.7 No

* Actividad evaluada en el bioensayo de neurotoxicidad en vivo *Los efectos inducidos por esta fraccion tardaron
en observarse y la duracion fue menor al igual que la respuesta.

En la tabla se observa que las fracciones mas polares son las mas activas, como
lo reportan Corona' y Pech?’. La fraccién 95:5 (FN-1) obtenida por separacion biodirigida
EFS [Fig. 25], resulté activa ante la prueba de neurotoxicidad sobre cangrejo fantasma
[Tabla 7]. Adicionalmente, se observd que FN-1 tuvo menor rendimiento en comparacion
a los perfiles 90:10 (FN-2) y 80:20 (FN-3), [Tabla 6]. Por otro lado, la fraccion 95:5 aislada
en el estudio realizado por Corona' se identific6 que ocasionaban relajacion,
descoordinacién y paralisis en cangrejo, efecto que se revirtid, identificando un

comportamiento similar a nuestra fraccion (FN-1).

Una vez evaluadas bilégicamente las fracciones, se procedioé a llevar a cabo y
analizar el perfil mediante CLAR fase reversa C18 de las fracciones mencionadas [Fig.
25, 27 y 30].

El perfil de la fraccion FN-1, posee 3 sefiales mayoritarias, dos de ellas se
encuentran poco resueltas entre el tiempo de retencién 11 y 12 y una segunda cercana
al minuto 14, [Fig. 25]. En el perfil cromatografico obtenido por Corona’ [Fig. 26] revela
4 sefales importantes, de acuerdo a lo reportado para la fraccién 95:5, la cual tuvo menor
rendimiento en comparacion al resto de las fracciones. Lo anterior, convergio con nuestro
resultado, determinando que la fraccion FN-1 fue la de menor rendimiento en

comparacién con el resto de las fracciones obtenidas en este presente trabajo, [Tabla 6].
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Cabe mencionar, que estos estudios no se utilizaron las mismas condiciones de
tratamiento de la muestra. De acuerdo a lo reportado por Corona,’ se realizd una
extraccion acuosa y un proceso de ultrafiltracion, lo cual generé diferencias entre los
perfiles obtenidos. Es importante mencionar, que la antigliedad de las GSP utilizadas fue

de 2 anos, pudiendo afectar la bioquimica de las muestras.

Por otra parte, se puede observar que para ambos casos el perfil de la fraccion
95:5 es una mezcla de biomoléculas de mediana polaridad, observando actividad

neurotdxica deseada en el bioensayo sobre cangrejo fantasma.
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Figura 25. Cromatograma de la fraccion FN-1 (95:5) que se obtuvo por EFS.
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Las siguientes fracciones que se obtuvieron fueron FN-2, [Fig. 27] y FN-3, [Fig.
30] las cuales resultaron ser biolégicamente activas [Tabla 6]. Para el caso de la fraccién
90:10, la cual fue aislada anteriormente por Corona' [Fig. 28] y Pech*’ [Fig. 29], y de
acuerdo a lo reportado, se identificd que contenia un compuesto de mediana polaridad.
En estos estudios, se logro el aislamiento del compuesto y la elucidacion estructural
mediante técnicas espectrofotométricas y espectroscopicas, dando como resultado la
presencia de serotonina. La serotonina es responsable al igual que otras aminas
biogénicas de los efectos neurotdxicos en moluscos, asi mismo se han identificado varias
toxinas salivales incluyendo a la serotonina que se dirigen a los transportadores de

neurotransmisores, manipulando el sistema neuromuscular de sus presas.’'*?

La sefal correspondiente a la serotonina se encuentra entre el tiempo de retencion
15y 16, los cuales se pueden observar con mayor claridad en los perfiles obtenidos por
Pech*’ y Corona’ [Fig. 29 y 28]. También se infiere que hay serotonina en nuestro perfil
cromatografico como una sefial mayoritaria, la cual se puede observar en los tres perfiles.
En el perfil obtenido de la fraccién FN-2, se infiere serotonina con una sefal mayoritaria
y un factor de retencion entre el minuto 12 y 14. Esta sefial también se encuentra en la
fraccion FN-1 y en ambos cromatogramas estan etiquetadas con la flecha en color azul,
[Fig. 25 y 27]. En el caso de la fraccion FN-2, se pueden observar dos sefnales del lado
izquierdo denotadas por la flecha en color rosa que se encuentran en el perfil de la
fraccion FN-1, sin embargo, se pueden observar menos resueltas a comparaciéon de la
fraccion FN-1. Por otra parte, se tienen dos sefales pequefias sefialadas con la flecha

en color morado y que no son visibles en el perfil de la fraccion FN-1.
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Figura 27. Cromatograma de la fraccién 90:10 (FN-2) que se obtuvo por EFS.
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Figura 28. Cromatograma de la fraccién 90:10 obtenida por Corona’ (EFS).
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Figura 29. Cromatograma de la fraccién 90:10 obtenido por Pech.*’

En la figura 30, se presenta el perfil cromatografico de la fraccion 80:20 (FN-3)
donde no es visible la sefal, que hasta el momento se deduce que corresponde a
serotonina. Por otra parte, las sefiales etiquetadas con flechas de color rojo y naranja que
tienen tiempos de retencién 16 y 18, se evaluo la actividad sobre cangrejo fantasma para
la cual resulto con actividad neurotodxica. Sin embargo, el tiempo para observar el efecto
neurotdxico fue mas tardio y se determiné que el lapso del efecto neurotoxico fue menos
prolongado.
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Figura 30. Cromatograma de la fraccién 80:20 (FN-3) que se obtuvo por EFS.
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Después de realizar el analisis de la separacidn biodirigida en SEF, se seleccion6 a la
fraccion FN-1 para continuar con el esquema de separacion, basados en la actividad
principalmente y en la polaridad de la fraccién, considerando que los péptidos
generalmente son mas polares. Descartamos a la fraccion 90:10, dado que ya fue

separada previamente por Pech*’ y Corona’.

6.5 Separacion por Gel permeable de la fraccion FN-1 (95:5)

Después de realizar la prueba de bioactividad de las fracciones obtenidas, se
procedié a realizar el analisis de la fraccion FN-1 por gel permeable para observar la
distribucion de los pesos moleculares de los compuestos presentes en la fraccion [Fig.
31y 32]
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Figura 31. Cromatograma por Gel permeable de FN-1, distribucion de masas
moleculares de los componentes.

En la figura 31 se puede observar la distribucién de las masas moleculares de la
fraccion FN-1. Consecutivamente, se realizd la separacion mediante Gel permeable
semipreparativo [Fig. 32], para dicho procedimiento se realizé una inyeccion con una

concentracion de 5 mg/mL.

%



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

50 i'
w0y
o i.
o
:
: N
& T f \.l
— —

RT (min)

Figura 32. Cromatograma por Gel permeable semipreparativo.

Las fracciones colectadas FN-1.1, FN-1.2 y FN-1.3 producto de la separacion por
Gel Permeable fueron analizadas mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR). Posteriormente, estas fracciones fueron sometidas al bioensayo in
vivo sobre cangrejo fantasma (Ocypode quadrata) y movilidad en Artemia salina,
empleando este ultimo modelo para las fracciones con un rendimiento menor a 1 mg,
[Tabla 8].

Tabla7. Rendimiento de las fracciones obtenidas de la colecta de FN-1 (95:5)

Fraccion Cantidad (mg) Rendimiento (%)
FN-1.1 2.2 44
FN-1.2 0.7 14
FN-1.3 1.2 24

Para FN-1.1 se observaron dos senales que no se encuentran totalmente
resueltas, por dicha razén se optd por recolectarlas como una sola. A continuacion, se
procedié a realizar el bioensayo sobre cangrejo fantasma y Artemia salina, resultando
positivo el bioensayo para todas las fracciones colectadas [Tabla 9]. Previamente a
realizar el bioensayo, las fracciones colectadas se concentraron, se liofilizaron y se
obtuvieron los rendimientos que se presentan en la Tabla 8, debido a los rendimientos

alcanzados, se realizo el bioensayo sobre Artemia salina de la fracciéon FN-1.2.
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Tabla 8. Resultados de la actividad de neurotoxicidad de las fracciones FN-1.1, FN-

1.2y FN-1.3
Fraccion Concentracion Volumen de inyeccién Respuesta
(mg/mL) (ML) (Si/No)
FN-1.1 1.0 20 Si
FN-1.2* 0.8 50 Si

*Para la Fraccion FN-1.2 se realizo la prueba en Artemia salina, la cual se encuentra descrita en el punto
6.6.2 de este trabajo.

Cabe mencionar que la distribucion de las masas nos ayuddé a observar
aproximadamente el tamafo molecular de o los compuestos presentes en cada una de
las sefiales colectadas y la prueba de neurotoxicidad nos sirvio como guia y seguimiento

de la presencia del compuesto de interés y su actividad bioldgica.

6.6 Analisis por CLAR fase reversa C18 de FN-1.1, FN-1.2 y FN-1.3

Posterior a la concentracién, liofilizacion y la prueba de neurotoxicidad se procedio
a realizar nuevamente el analisis por CLAR fase reversa C18 de las fracciones FN-1.1,
FN-1.2 y FN-1.3. Como se observa en el cromatograma de la fraccion FN-1.1 [Fig. 33]
aun muestra una mezcla de varios componentes polares y no polares, para dicho
cromatograma también se sefala con la flecha en color azul una sefial poco resuelta que

se encuentra cercana al tiempo de retencion 14.
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Figura 33. Cromatograma de la fraccién FN-1.1 por CLAR fase reversa C18.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Es importante destacar que, para los siguientes cromatogramas se observa la
misma sefal marcada con la flecha en color azul [Fig. 34 y 35], y se visualizan sefiales

que se van resolviendo y la muestra se va haciendo menos compleja.
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Figura 34. Cromatograma de la fraccion FN-1.2 por CLAR fase reversa C18.
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Figura 35. Cromatograma de la fraccion FN-1.3 por CLAR fase reversa C18.

Para la sefal que se encuentra en todos los cromatogramas y que esta marcada
con la flecha azul, y mayoritaria en la fraccion FN-1.3 [Fig. 35] se deduce posiblemente
de serotonina. Esta amina biogénica fue reportada en trabajos anteriores,’ por tal motivo
se descartaron las dos ultimas fracciones y se continuo con la fraccién FN-1.1 que al igual

que las fracciones anteriores tuvo actividad.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.7 Analisis por Gel permeable de FN-1.1 y determinacién de la masa molecular

Posterior al analisis por CLAR fase reversa, se procedio a realizar el analisis de
FN-1.1 [Fig. 36] mediante Gel Permeable, para lo cual se puede observar una sola sefial
con un volumen de exclusion de 7.93. En este cromatograma se observa que las
moléculas que conforman a esta fraccion poseen una masa molecular muy similar, cabe
mencionar que no se trata de una sola biomolécula presente en la muestra, sino un

conjunto de ellas con diferentes polaridades.
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Figura 36. Cromatograma del analisis de la fraccién FN-1.1.

Se determind la masa molecular de la sefal en la fraccion FN-1.1, a partir de la
curva de calibracion descrita en el apartado 5.11.1 de este proyecto [Fig. 37]. Ademas,
se realizoé el analisis por Gel permeable de las muestras y a partir del volumen de
exclusién y el logaritmo de su masa molecular se obtuvo la curva patrén para determinar
la masa de la sefal obtenida, el cual dio un resultado de 3.89 kDa. Por lo anterior se
concluye que en la fraccion FN-1.1 presenta un compuesto principal, muy probablemente

un péptido bioactivo con masa molecular de 3.98 kDa.
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Figura 37. Cromatograma de la curva de calibracién para la determinacién de las masas

moleculares de FN-1.1.

6.8 Estudio de dereplicacion de FN-1.1 mediante CL-EMAR

Con la finalidad de revelar la identidad de los compuestos presentes en la fraccion
FN-1.1, incluyendo la secuencia del péptido principal, se realizdé el estudio de
dereplicacioén en el equipo de CL-EMAR, para ello se inyecto una concentracién de 100
ng/mL, para la determinacién de los tiempos de retencién de cada compuesto, se realizo
el analisis en modo positivo, afiadiendo 0.1% de acido formico a la fase movil, esta
condicion es de suma importancia para realizar el analisis por masas, puesto que la
deteccion se realiza por la relacién masa carga (m/z, detectando iones [M+H]"). El analisis
se realizo en un sistema CLAR Agilent 1260 LC acoplado a un detector de masas 6545
QTOF/HRMS de alta resolucién; el cromatograma obtenido se muestra en la figura 38.
En la figura A se presenta el cromatograma de todos lo iones presentes en el sistema
cromatografico, a fin de determinar la linea base de los iones detectados por el sistema
en la columna y disolventes empleados. En la figura B se presentan las diferentes sehales
obtenidas de la fraccion FN-1.1 (Cromatograma basado en el pico base, BPC en inglés).
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Figura 38. Cromatograma de la fraccion FN-1.1 analizada por CL-EM fase reversa.

Resalta la resolucion de las senales obtenidas en el sistema CLAR-EMAR con
respecto a las obtenidas en el sistema CLAR empleado para determinar el perfil
cromatografico durante las separaciones. Esto es debido a la columna empleada (1.7
micras), pero sobre todo al detector de masas, que detecta cualquier sefial que se ionice,
mientras que el detector de UV, solo a las moléculas que absorben en la longitud de onda
del analisis (215 nm, péptidos). La identidad de las moléculas presentes en las senales
del cromatograma B [Fig. 38-B] se realiz6 mediante la busqueda de las masas de alta
resolucion (1 ppm, tres cifras significativas) en la base de datos Met-Lin, implementado
en MassHunter. Los resultados se presentan en la Figura 39. Cabe resaltar que los
compuestos con el mismo tiempo de retencion, es debido a que como se puede observar
aun es una mezcla de compuestos y que por tanto algunos de ellos muestran la misma

polaridad.
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G Label [ RT | Mass Name MFG Formula MFG Diff (ppm) DB Formula DB Diff (ppm) | Hits (DB)
Cpd 1: CIILHIN O 1,483 171.07 CILHEN O -0.17]
Cpd 2: C11 HG 08 10.806 2660059 C11 H6 08 1.2
Cpd 3: Busulfan 10.807 246.0222| Busulfan C6 H14 06 52 3.94) C6 H14 06 52 354 1
Cpd 4: Pinmicarb 12.068 238.1424| Piimicarb CI1 HIB N4 02 2.6 CI1 HIE N4 02 2.5] 1
Cpd 5: Anapheline 13.246 224,1894| Anapheline C13 H24 N2 O -2.5] Cl3H24 N2 O -2.51 5|
Cpd 6: Tridecanamide 13.457 213.2096] Tridecanamide CI3HZINO -1.56) CI3H2ZINO -1.56] 10]
Cpd 7: C17 Sphingani 15.563 287.2832|C17 Sphinganine CI7 H37 N 02 358 T17 Hi7 N 02 2.58] 10]
Cpd 8: Tridecan-2-ol 15.643 200.2147| Tridecan-2-0l CI3HIB O 3.5 CI3HB 0 335 10|
Cpd 9: tetradecan1-ol 15.513 214.2306 1-ol C14 H30 0 4.57| C14H30 0 -4.57 5|
Cpd 10: 1,2,4 i 16.241 316.2988] 1,2,4-Nonadecanetriol C19 H40 03 -3_§| C19 Ha0 03 -3.45 10]
Cpd 11: inol C 16.306] 229.2413) inol C CI4H3INO -2.99 CI4HILN O 2.99] 1
Cpd 12: 2-Hyd “;'cfd 16.462 272.236| 2-Hydroxyhexadecancic acid C16H32 03 -2.99 C16 H32 03 -2.97 10|
Cpd 13: PS{P-20:0/15:0) 19.11 761.5537| PS{P-20:0/15:0) it CAL HBO N 05 P 4.37 10|
Cpd 14: C31 HE6 N10 09 19.175 722.5023] C31 Heb N10 09 -1.02 39 H7b N OB P 10]
Cpd 15: PE(14:1(92)/P-18:0) 19.25 673.5013| PE(14: 1(32)/P-18:0) C37 H73 N2 04 52 C37 H7Z N 07 P 4.94 8|
Cpd 16: g 15.339 616.4201|N 5 €33 H60 010 -2.29) €33 HE0 D10 -2.79] 1
Cpd 17: (32 H55 N5 05 19.399 589.4212 C32 HS55 N5 05 147
Cpd 18: Dilauryl 3,3 19.466 546.3777| Dilauryl 3,3"thiodipropionate €30 HS8 04 52 -0.14 €30 HS8 04 52 -0.14 1
Cpd 15: C29 H48 D15 20.878 636.2999) €29 HAB 015 0.88]
Cpd 20: D- ] ) " B
Glucosyldinydrosphingosine 21.056 463.3519| D-Glucosylditydrosphingosine €24 H49 N O7 2.26 €24 H49 N O7 2.26| 1
Cpd 21: UCL 1608] 21,821 405.2463|UCL 1608 C30 HILN -1.64) C30H3LN -1.64 7
Cpd 22: C35 HI9 N11 O 22.002 609.1769) C35 HI N11 O 0.83
Cpd 23: C35 HB2 N5 08 2261 580.4539) T35 Hb2 N5 08 0.12 T35 HE9 D10 P 5]
Cpd 24: 30,90, 11B-Trihydroxy- 30,90, 11B-Trihydroxy-Sp-cholan- R .
Si-cholan-24-0ic Add 23715 408.2882{5 0L o €24 H40 05 1.61 €24 H40 05 1.61 10)
Cpd 25: 30,90, 11-Trihydroxy- 30,90,11-Trihydroxy-56-cholan-
SB-cholan-24-cic Acid 23719 408.2881| ' Ly €24 H40 05 -13) €24 H40 05 1.3 10|
Cpd 26: C3 H2 N4 02 24.959 126.0173 C3 HZ N4 02 A.06]

Figura 39. Compuestos encontrados en la base de datos Met-Lin.

Met-lin realiz6 la anotacion de 26 compuestos [Fig. 39]. Observando los
compuestos identificados, resalta la caracteristica de Met-Lin, una base de datos con mas
de 100,000 compuestos (curados, es decir verificados por expertos en masas) bioactivos
de diferentes fuentes, no solo marinas. Asi, por ejemplo, el software identifica 9-nonoxinol
en FN-1.1, sin embargo, este compuesto es un detergente sintético con actividad
bactericida y espermicida, que seguramente no se encuentra en los octopodos. Es muy
probable que sea un isbmero con ese peso molecular de alta resolucion y formula
molecular. Para discernir esta problematica, se realiz6 una busqueda en Sci Finder
(Acceso por Bidi UNAM, ir a base de datos) para identificar a los compuestos aislados de
pulpos, cefalépodos o bien de fuentes marinas. Por ejemplo, la formula molecular del
nonoxyl-9 (CssHeoO10) revelo 12 isémeros, algunos derivados del nonoxinol, y 4 con
estructuras diferentes. En todos los casos, dentro de Sci finder, se seleccionan todos los
articulos y documentos relacionados con todas las estructuras (CssHsoO10, 4756
documentos) y enseguida se excluyen aquellos que no tienen la palabra clave de
octopodo, cefaldépodo o marino (octopus, cephalopod, marine, en inglés para realizar la
busqueda). Los resultados revelaron que ninguna de ellas de es de origen marino, por lo

anterior, no se puede identificar este compuesto en la saliva del pulpo rojo de Yucatan.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis realizado en Sci finder encontré que solo 6 habian sido previamente

reportados en animales marinos. La busqueda revelé los siguientes compuestos:

Tabla 9. Compuestos anotados previamente identificados en animales marinos

Masa

Compuesto anotado Molecular calculado determinado n':g{:;ﬂ::r (n::n) Ref?;'enc
(MM) [M+H]* [M+H]*

Tridecanamida 213.36 214.2165 214.2063 C13H2zNO  13.457
Esfinganina 287.48 288.2897 288.2904 C17H37NO2  15.538
1-Tridecanol 200.36 201.2212 200.2379 C13H2s80 15.643 Apéndice

1-Tetradecanol 214.39 215.2369 214.2539 C14H300 15.913 |

1,2,4-
Nonadecanetriol 316.52 317.3050 316.3132 C19H4003  16.241
Xestoaminol C 229.40 230.2478 230.2485 C14H31NO  16.306

Un ejemplo de estos compuestos es la Tridecanamida, un isbmero que ha sido

aislado de la ascidia sudafricana.’*’En la Figura 40 se representan el cromatograma del

compuesto.
| Tridecanamida/4,Trideccen-2-ol,  1-amino-,(E)-
o (9Cl)
| C13H27NO
o [M+H]+ cal:  214.2165 Da

] (o]
o2 Hac\/\/\/\/\/\)J\
NH

0.2
0.25 2
0.15
0.1

0.05

—o.14

1 2 3 2 5 [ T [:] 9 o 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Counts (32) vs. Acquisition Time (min)

[M+H+i-HzO)]

Figura 40. Cromatograma y espectro de la Tridecanamida.
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La tridecanamida presentd un tiempo de retencion (tr) de 13.457 min y su
respectivo espectro; el [M+H]+ calculado para este compuesto es de 214.2165 Da y su
[M+H]*(-H20) determinado es de 196.2063 Da., lo que nos indica que hubo la perdida de
una molécula de agua derivada de la deshidratacion del grupo carboxilico por las
condiciones de analisis (325 °C, secado con Nitrogeno en contraflujo), la molécula de
agua que se perdio es de 18 Da, que si bien, al sumarlos nos da el [M+H]* determinado
de 214.2063 Da.

Desafortunadamente, al realizar el analisis de todas las senales no se encontrd un
compuesto o péptido con masa Molecular de 3.84 kDa que pueden deberse a varias

causas

a) El rango de trabajo del equipo fue de 100 a 1700 umas, mientras que el valor
esperado era de 3,840 umas. Ahora bien, el equipo detecta relacibn masa
carga (m/z) y en caso de los péptidos estos presentan mas de una carga
lograndose ver sefales caracteristicas de una proteina (distribucion
Gaussiana), sin embargo, no se detectd ninguna sefal (con abundancias
mayores a la linea base) con estas caracteristicas en el tiempo de retencion
esperado (10 a 20 min).

b) El analisis se realizdé en una columna calibrada para péptidos (Biozen C18-XB,
con tamafio de poro de 90 A) y el péptido esperado es de casi 4 kDa, casi en
el tamafio de una proteina, por tanto, podria haberse quedado en las particulas
de gel de silice.

c) Que la proteina no se ioniz6 con el porcentaje de acido formico afiadido.

Para posteriores analisis, seguramente se cambiara la columna por una columna
para proteina libre (generalmente C4) y cambiar la configuracion del equipo a un equipo
con baja resolucién (100 a 3200 umas de rango de trabajo), dado que no es tan

importante en la determinacion de proteinas.
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CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

e La colecta manual de las glandulas salivales no se pudo realizar debido a la época,
puesto que habia veda para la pesca del pulpo y la actual pandemia, por lo cual se
utilizaron glandulas recolectadas previamente por el equipo de trabajo en el afo
2019, las cuales fueron conservadas a -80 °C.

e La extraccion selectiva de las GSP de Octopus maya, permitié obtener fracciones
menos complejas y la presencia del efecto neurotoxico en Ocypode quadrata
(cangrejo fantasma).

e La separacion biodirigida, dio lugar a las fracciones FN-1, FN-2 y FN-3 con actividad
bioldgica en el bioensayo sobre Ocypode quadrata (cangrejo fantasma).

e Através de la técnica por Gel permeable se lograron aislar las fracciones FN-1.1, FN-
1.2 y FN-1.3, con actividad bioldgica sobre los modelos de Artemia salina 'y Ocypode
quadrata (cangrejo fantasma), teniendo particular importancia la fracciéon FN-1.1,
revelando un péptido con una masa molecular de 3.89 kDa.

e El analisis de dereplicacion de la fraccion FN-1.1 mediante CL-EMAR, dio como
resultado la anotacion de 26 compuestos encontrados por la base de datos Met-Lin
y solo 6 de ellos reportados previamente en la literatura en animales marinos de

acuerdo con la base de datos SciFinder.
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APENDICE I

9. APENDICE |

Cromatogramas y espectros de los compuestos anotados de la busqueda
realizada por el equipo CLAR Agilent 1260 LC acoplado a un detector de masas 6545
QTOF/HRMS de alta resolucion, fue a través de su base de datos Met-Lin (Metabolitos
naturales, 10 000 compuestos, Base de datos Agilent implementada en el programa
PCLD de MassHunter, Agilent Inc.) y en SciFinder, se encontraron los 6 compuestos

previamente reportados en animales marinos.

1. Esfinganina
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Figura41. Cromatograma y espectro de la Esfinganina.

La Esfinganina es un isdomero encontrado en organismos marinos, detectado en el

pepino marino Cucumaria frondosa,'** y en la esponja marina Oceanapia phillipensis."*>
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2. 1-Tridecanol
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Figura 42. Cromatograma y espectro del 1-Tridecanol.

El 1-Tridecanol es un compuesto que fue encontrado en la macro alga Halimeda spp.'*°
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3. 1-Tetradecanol
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Figura 43. Cromatograma y espectro del 1-Tetradecanol.
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El 1-Tetradecanol fue encontrado como un componente de la materia

insaponificable de los lipidos en el higado de Octopus dofleini."?’
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4. 1,2,4-Nonadecanetriol
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Figura 44. Cromatograma y espectro del 1,2,4-Nonadecanetriol.
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Para el caso de la molécula 1,2,4-Nonadecanetriol, se encontrd hallazgo de dicha

molécula en los lipidos de los tejidos de moluscos.'?®
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5. Xestoaminol C
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Figura 45. Cromatograma y espectro del Xestoaminol C.
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