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RESUMEN

El ecosistema marino contiene gran parte de la biodiversidad del planeta
y, por tanto, alberga una gran variedad de especies. Estas especies se
encuentran en medios donde los metabolitos secundarios juegan un papel clave
en su supervivencia. Los productos naturales obtenidos de estos organismos son
una fuente de candidatos con potencial para convertirse en farmacos usados en
el tratamiento de diversas patologias. Los microorganismos dinoflagelados y los
invertebrados marinos son excelentes fuentes de metabolitos secundarios, por
lo que son el principal enfoque de muchas lineas de investigacion. Se analizan
diferentes extractos, fracciones y productos de estos dos grupos de organismos
marinos en la busqueda de moléculas bioactivas que presenten una actividad
inhibitoria frente a la acetilcolinesterasa, enzima presente en el sistema nervioso
colinérgico. A partir de los prometedores resultados de actividad obtenidos,
usando metodo de Ellman, se ha demostrados que los metabolitos de origen
marino podrian utilizarse eficazmente como potenciales dianas terapéuticas

anticolinesterasas.

ABSTRACT

The marine ecosystem contains much of the planet’s biodiversity and is
therefore home to a wide variety of species. These species are found in
environments where secondary metabolites play a key role in their survival.
Natural products obtained from these organisms are a source of candidates with
the potential to be developed as drugs used in the treatment of various
pathologies. Dinoflagellate microorganisms and marine invertebrates are
excellent sources of secondary metabolites, so they are the main focus of many
lines of research. Different extracts, fracctions and products of these two groups
of marine organisms are analysed in the search for bioactive molecules that have
an inhibitory activity against the acetylcholinesterase, an enzyme present in the
cholinergic nervous system. From the promising results of activity obtained, using
Ellman’s Method, it has been showed that marine origin metabolites could be

used as potential anticholinesterase therapeutic targets.




INDICE GENERAL

1. INTRODUGCCION ...ttt ettt 5
1.1 Ecosistema marino como fuente de metabolitos bioactivos..................... 5
1.2 LaS COlNESIEIASAS ......uvvveeeiiieeiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e 7
1.3 Inhibidores de la acetilcoliNeSterasa .............ooccvvviiiiiiieeiieeeeeee e 8

2. OBUIETIVOS ..t e e e e e e e e e eee 10

3. MATERIALES Y METODOS ......ooiiiiiieeieciectecee e ee ettt 11
3.1 Procedimient0s gENEralES..........coouuuiiiiiii e e e e e aaaans 11
3.2 Metodologia de los ensayos de actividad .............cccoeeevivviiiiiiiiiieeeeeeeenn, 12

3.2.1 Ensayo de actividad acetilcolinesterasa por fluorescencia (kit comercial

INVITTOGEN®) ... 12
3.2.2 Meétodo de ElIMan .........ooiiiiiiiiiiieeeeeie e 13
3.2.3 Calculo del porcentaje de inhibiCioN............cccoeviiiiiiiiiiiieeeee e 15
3.3 Cribado/Screening de [0S eXtracCtos .........ccovvvveuuuriiiieeeeeeeiiiiiies e e e e e eeeeenns 15

3.4 Fraccionamiento por HPLC/UV-DAD del extracto de Zoanthus pulchellus

3.5 Fraccionamiento bioguiado del extracto de Amphidinium carterae

(ACRINO3) ...t 22
4. RESULTADOS Y DISCUSION ..o, 23
4.1 Eficacia de 10S MELOUOS .........eeeiiieiiiiiiiiiiiiiee e 23
4.2 Cribado de los extractos (actividad de inhibicion) .............ccccooiiiiinnnnnn. 23
4.3 Fraccionamiento del extracto de Zoanthus pulchellus ...........ccccccceeeee. 25

4.4 Fraccionamiento bioguiado del extracto de Amphidinium carterae

Yol 1 N0 ) NPT 30
5. CONCLUSIONES ..o evoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeete e e e e e eeneenns 33
B. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e et ee e 34




INDICE FIGURAS

FIGURA 1. Medicamento Prialt®................uuuuueuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnineneeeneeeeees 5
FIGURA 2. Estructura de la salinospiramida A................euueemiiiimiiiiiiiiiiiiiein. 6
FIGURA 3. Estructura y presentacion comercial de la trabectedina (ET-743).... 6
FIGURA 4. Estructura de la plitidepsina............cccooeiiieeiiiiiiiiiiiie e 6

FIGURA 5. Esquema del funcionamiento del sistema nervioso colinérgico.® ... 7

FIGURA 6. Estructura de fiSOSgtimina..............uuiiiiiieeeiiiiiiiiie e 8
FIGURA 7. Estructura de galantamina.............cccoooeiieiiiiiiiiiiiiiic e 8
FIGURA 8. Estructura de equINOCIOMO A .......ovuuiiiiieeeeeeeeeiee e 9
FIGURA 9. Reaccién de coloracién y resultado en placas de 96 pocillos........ 14

FIGURA 10. Resumen del procedimiento general de extraccion empleado para

INVEITEDIAdOS MATNOS ... e et eaeeas 16

FIGURA 11. Resumen del procedimiento general de extraccién empleado para

las cepas de dinoflagelado............cooooiiiiiiiiii 17

FIGURA 12. Resumen de la marcha cromatografica empleada para el extracto
en metanol:tolueno (1:1) de la cepa ACRNO3 (ACRNO03.GK-MT) de Amphidinium
(07214 (<] 1= TP 22

FIGURA 13. Cromatograma HPLC 235 nm del extracto de Zoanthus pulchellus.

| = Norzoantamina [ = Zoantamina. .......ccooeeeeiiiiiiiiiiee e 26
FIGURA 14. RMN H en CD2Clz. | = Norzoantamina y Il = Zoantamina. .......... 27

FIGURA 15. Espectro de masas de la norzoantamina. ESI-HRMS: C29H40NOs,
MIZ A82,3 [M + HJF e e 28

FIGURA 16. Espectro de masas de la zoantamina. ESI-HRMS: C3oH42NOs, m/z

496,3 [M + H]F.o oo 28
FIGURA 17. Estructura de 1a NOrzoantaming ......cceeeveeeeeeeeeeeeee e eeeeeeens 29
FIGURA 19. CinétiCa del ENSAY0.........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiieeieeeneaeeeenaees 29

FIGURA 20. Grafica de actividad AChE obtenida en cada paso del
fraccionamiento bioguiado. Fraccionamiento en columna de Sephadex (a).

Fraccionamiento en coluna de gel de silice (D). ... 30

e
3


file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809253
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809254
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809255
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809256
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809257
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809258
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809259
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809260
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809261
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809270
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809271
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809271
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809271

FIGURA 21. Espectro de RNM H del compuesto hallado en la fraccion ACRNO3-

INDICE TABLAS

TABLA 1. Esquema de volumenes afiadidos a los diferentes pocillos de la placa

TABLA 2. Extractos seleccionados para este estudio obtenidos de especies de

INVEITEDIAAOS MATNOS ... e ettt e eaaeas 17

TABLA 3. Extractos seleccionados para este estudio obtenidos de especies de

dinoflagelados marinos. GK= medio Guillard K modificado,®”) GSe= medio

TABLA 4. Condiciones analitica y semipreparativa empleadas para la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC/UV-DAD) del extracto extracto de
Z. pulchellus (ZP.MeOH-DCM). ACN= Acetonitrilo. H2O= agua grado HPLC.. 21

TABLA 5. Porcentajes de inhibicion de invertebrados..............cccviiieeiinnns 24
TABLA 6. Porcentajes de inhibicion de dinoflagelados ..o 24
TABLA 7. Porcentajes de inhibicion de los alcaloides de Zoanthus................. 29

TABLA 8. Porcentajes de inhibicion de las fracciones de la columna

empaquetada Con SEPNAAEX..........cciiiiiiiiiiiii e e 31

TABLA 9. Porcentajes de inhibicion de las fracciones de la columna

empaquetada con gel de SiliCe........ooo i 31



file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809272
file:///C:/Users/a3mar/Desktop/ULL/5º/TFG/Borrador%204_NN.docx%23_Toc106809272

1. INTRODUCCION

1.1 Ecosistema marino como fuente de metabolitos bioactivos

El océano cubre el 70% de la superficie terrestre, albergando gran parte
de la biodiversidad de la Tierra. Muchas formas de vida habitan estos
ecosistemas, que se caracterizan por ser medios hostiles con condiciones
ambientales duras para la vida. Por otro lado, los organismos que viven en estos
medios estan sujetos a relaciones de depredacion y, por tanto, existe un

ambiente de competicion entre diferentes especies.

Dichas condiciones han propiciado la produccion de una gran variedad
de metabolitos secundarios por parte de los organismos marinos aumentando su
supervivencia. Estos metabolitos secundarios provienen de microorganismos u
organismos invertebrados, entre otros. Asimismo, estos compuestos tienen una
gran variedad de aplicaciones al presentar actividad frente al cancer, infecciones

o diabetes.(V

Algunos de estos metabolitos se encuentran todavia en las diferentes
fases clinicas de sus respectivos ensayos clinicos mientras que otros han sido

comercializados.® Ejemplos de estos productos naturales son:

e Ziconotida: se trata de un conopéptido o conotoxina sintetizada a partir de
las toxinas de moluscos del género Conus. Es usado en pacientes con
dolor severo crénico por administracion intratecal bajo el nombre

comercial Prialt® (Figura 1).®

PRIALT

FIGURA 1. Medicamento Prialt®




es un inhibidor del

e Marizomib (Salinospiramida A):
proteosoma usado frente al cancer que actualmente se

encuentra en desarrollo, concretamente en fase | (Figura

2).4)
FIGURA 2. Estructura de la
salinospiramida A

Trabectedina (ET-743): alcaloide marino comercializado bajo el nombre

[ J
Yondelis® y usado en el sarcoma de tejido blando (Figura 3).®
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FIGURA 3. Estructuray presentacion comercial de la trabectedina (ET-743)
e Plitidepsina _(Aplidina): depsipéptido ciclico anticancerigeno que
actualmente se encuentra en fase Ill (Figura 4).©
CMe
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FIGURA 4. Estructura de la plitidepsina




1.2 Las colinesterasas

Por otro lado, muchos productos naturales también juegan un papel
importante en los trastornos neurolégicos, siendo usados como tratamiento para
los mismos. Dentro de estas patologias destacan la enfermedad del Alzheimer,

la miastenia gravis y el glaucoma.(

Actualmente se estadn investigando posibles terapias para estos
trastornos, usando como diana terapéutica la enzima acetilcolinesterasa

mediante el uso de moléculas bioactivas que la inhiban.®

Las colinesterasas son enzimas cataliticas que hidrolizan a la acetilcolina,
principal neurotransmisor del sistema nervioso colinérgico. Existen dos
colinesterasas: la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa
(pseudocolinesterasa). Una vez es liberada, la acetilcolina activa los receptores
de acetilcolina (nicotinicos y muscarinicos) y posteriormente es hidrolizada de
forma rapida por la acetilcolinesterasa dando como productos de esta hidrélisis

acetato y colina (Figura 5).

Presynaptic cell
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Post-synaptic cell

FIGURA 5. Esquema del funcionamiento del sistema nervioso
colinérgico.®
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1.3 Inhibidores de la acetilcolinesterasa

En la actualidad existen diferentes inhibidores de la acetilcolinesterasa
comercializados para el tratamiento de trastornos neurolégicos como los
mencionados anteriormente. Estos farmacos actian generalmente
incrementando la disponibilidad de la acetilcolina en el sistema nervioso central

inhibiendo a la acetilcolinesterasa.(9

Son conocidos como agonistas colinérgicos indirectos y pueden inhibir a
la colinesterasa de forma irreversible, uniéndose al grupo éster de la
acetilcolinesterasa para formar el producto intermedio y que la enzima no pueda
hidrolizar a la acetilcolina y, de forma reversible, donde el farmaco se une

reversiblemente al grupo aniénico y/o al grupo éster de la enzima.®?

Algunos de ellos fueron obtenidos de fuentes naturales terrestres o

marinas como es el caso de los siguientes metabolitos:

e Fisosgtimina: alcaloide natural usado como
antidoto en casos de intoxicacion con algun
agente anticolinérgico. Sus derivados se han .~ \ﬂ/
usado en el tratamiento de la miastenia gravis O N
(Figura 6).612

FIGURA 6. Estructura de fisosgtimina

e Galantamina: alcaloide terciario que actla como
inhibidor reversible competitivo de la
acetilcolinesterasa. Es usado en el tratamiento del

Alzheimer enfocado en paliar los sintomas de la

enfermedad (Figura 7). (%13

HO

FIGURA 7. Estructura de galantamina




e Equinocromo A: metabolito de origen marino posteriormente modificado y
comercializado bajo la marca Histochrome® con propiedades
vasoprotecotras y antiinflamatorias. Se usa en Rusia como tratamiento del

sindrome coronario agudo (Figura 8).¢414

OH O
HO OH

HO

FIGURA 8. Estructura de equinocromo A

La busqueda de nuevas moléculas con capacidad inhibitoria frente a la
acetilcolinesterasa es, por tanto, una necesidad, y se convierte en el enfoque
principal de este trabajo, utilizando los recursos naturales que podemos

encontrar en el ecosistema marino.




2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de fin de grado fue la busqueda de
productos marinos que presentan una actividad inhibitoria frente a la enzima

acetilcolinesterasa.

De esta manera, los objetivos especificos planteados fueron los

siguientes:

1. Establecer una rutina de ensayo para evaluar la actividad inhibitoria
frente a la acetilcolinesterasa de productos naturales mediante

ensayos in vitro.

2. Realizar un cribado o screening de las muestras disponibles del banco
de extractos del Laboratorio de Productos Marinos del Instituto
Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzalez (IUBO) de la
Universidad de La Laguna para la busqueda de potenciales candidatos

a farmacos agonistas colinérgicos indirectos.

3. Seleccionar los extractos mas prometedores para fraccionamiento

bioguiado y aislamiento de los productos naturales de interés.

10



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Procedimientos generales

Reactivos

De manera general, todos los reactivos quimicos y disolventes empleados

en el desarrollo de este trabajo fueron adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich:

Acetylcholinesterase Fluorescent Activity Kit — Invitrogen®

Fosfato monosdédico (NaH2POa4) y fosfato disddico (Na2HPOa4)

DTNB (&cido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico)

Yodato de acetilcolina

Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus (acetilcolinesterasa, tipo-
VI-S, EC 3.1.1.7)

AlbUimina de suero bovino

Especificaciones de los equipos

HPLC Serie 1200 de Agilent Technologies compuesta por una bomba
cuaternaria G13311C, muestreadores automaticos y colectores de
fracciones G1364C, un detector de indice de refraccion (RID) Infinity
G1362A y una matriz de deteccion de diodos ultravioleta (UV-DAD)
G1315D.

Cromatografia de capa fina (TCL - Merck®, gel de silice 60 F254)
visualizado por luz UV (254nm) y rociado con cloruro de cobalto (2% acido
sulfarico, 10%) y con calor.

Espectrometro RMN Bruker AVANCE 500 MHz 6 600 MHz (Bruker
Biospin, Fallanden, Suiza). El dispositivo Bruker AVANCE 600 MHz esta
equipado con una criosonda de deteccién inversa TCl de 5 mm (Bruker
Biospin, Fallanden, Suiza). Se utilizaron secuencias de pulsos de RMN de
Bruker estandar. Los espectros de RMN 1D (protén H y carbono 3C) y
2D (espectroscopia de correlacion - COSY, correlacion de enlace multiple
heteronuclear - HMBC y correlacion cuantica simple heteronuclear -
HSQC) se obtuvieron disolviendo muestras en diclorometano deuterado
(CD2Cl2, pureza 99.9%, Sigma- Aldrich®) o cloroformo-d (CDClIs, pureza
99,96 %, Sigma-Aldrich®), segun su solubilidad. Los espectros de RMN

e
11



resultantes se analizaron mediante el software MestReNova (Mestrelab
Research). Los desplazamientos quimicos se muestran en relacion con
las sefiales de disolvente para 1H y 13C (CD2Clz, on 5,32 y dc 54,00;
CDCls, dn 7,26, oc 77,0), en los que el desplazamiento quimico se expresa
en partes por millon (ppm).

e Lector de microplacas multimodo de fluorescencia y absorbancia
Varioskan LUX Thermo Fisher.

e Los datos de HR-ESI-MS se obtuvieron en un Waters LCT Premier XE
Micromass (Manchester, Reino Unido).

3.2 Metodologia de los ensayos de actividad

Durante el desarrollo de la parte experimental de ensayos de actividad del
trabajo se utilizaron dos métodos diferentes para evaluar la actividad inhibitoria
de las muestras frente a la acetilcolinesterasa. Primero se empez6 utilizando el
kit comercial para todas las muestras seleccionadas. Posteriormente se emple6

otro ensayo conocido como el método de Ellman.

3.2.1 Ensayo de actividad acetilcolinesterasa por fluorescencia (kit

comercial Invitrogen®)

Es un ensayo disefiado, originalmente, para medir la concentracién de
acetilcolinesterasa en suero, plasma, membranas de eritrocitos, células y tejidos
lisados usando espectroscopica de fluorescencia o fluorimetria. El kit usa
molécula no fluorescente que se une covalentemente al tiol, producto de la
reaccion entre la acetilcolinesterasa y el sustrato, produciendo asi un producto
fluorescente. Por lo tanto, a mayor fluorescencia, menor actividad inhibitoria de

la muestra frente a la acetilcolinesterasa.

Durante la planificacion de este ensayo se modificd el protocolo descrito
en el kit @ para adecuarlo a nuestras muestras y objetivos. Por eso, todos los
pocillos con muestra fueron pipeteados con la enzima acetilcolinesterasa y la

concentracion final de las muestras empleadas fue de 50 pg/ml.

12



Se diluyé el tampdn con agua desionizada y se reconstituyo el reactivo de
deteccién y la enzima acetilcolinesterasa con DMSO seco. Posteriormente
preparamos la mezcla de reaccion compuesta por: el sustrato de la

acetilcolinesterasa (acetilcolina yodada), el reactivo de deteccién y DMSO seco.

Las muestras fueron pipeteadas en los pocillos de una placa negra de 96
pocillos y seguidamente se pipeted la mezcla de reaccion. Cada muestra se
pipeteo por triplicado y se afiadieron tres muestras mas: un blanco sin el estandar
de acetilcolinesterasa, un control que si contiene el estandar y el vehiculo que
contiene DMSO (usado para solubilizar las muestras). Se incubaron durante 30
minutos y finalmente se afiadio el estandar de acetilcolinesterasa para iniciar la
reaccion (Tabla 1). La fluorescencia fue leida en el lector de microplacas
Varioskan Lux durante 20 min con intervalos de lectura de 1 min a una emision

de 510 nm y una excitacién de 390 nm.

TABLA 1. Esquema de volumenes afiadidos a los diferentes pocillos de la placa

Acetylcholinesterase

Well Group Sample 25 mg/mL DMSO 1X Assay Buffer Standard Reaction Mix Total volume
B Blank 100 uL S0 L 150uL
C Control S5 pulL SuL S0l 150l
Vv Vehide 0.3pL 95 pL Sl S0pL 150.3 pL*
5 Sample 03pl S5 L SuL S50uL 1503 L™

*® 0.2% Irrelevant increase

3.2.2 Método de Ellman

Es uno de los métodos mas utilizados para medir la actividad de la
colinesterasa, porque determina tioles a bajas concentraciones.® Este método
detecta la presencia de tiocolina tras la hidrdlisis del sustrato de acetiltiocolina

por la acetilcolinesterasa.

13



La tiocolina reacciona con el reactivo croméforo, el DTNB (reactivo de
Ellman), dando lugar a un producto de coloracion amarilla cuya absorbancia es
medida a una longitud de onda de 412 nm (Figura 9). De este modo, cuanto

mayor coloracion amarilla, menor actividad inhibitoria tendra la muestra.

DTNBZ 0 Sulfhydryl
Molecule
_>
N0
Mixed Disulfide TNB2

FIGURA 9. Reaccion de coloracion y resultado en placas de 96 pocillos

Para este método se prepar6 un tampon fosfato 0,1 M pH 8,0 usando dos
sales: Na2HPO4 y NaH2PO4. Con esta disolucion se reconstituyo el reactivo
DTNB a una concentracion 3 mM y simultdneamente se preparé otra disolucion
de yodato de acetilcolina 75 mM con agua destilada.

La enzima se prepar6 usando albumina y las dos sales mencionadas
anteriormente. Se diluyé la encima con este tampdn hasta llegar a una

concentracion de 1 mU/ml.

Para cada pocillo se pipetearon: 2,5 uL de enzima, 5 pL de DTNB y 237,5
UL de tampdn fosfato. Se prepararon dos tipos de blanco en la placa: uno sin
acetiltiocolina y otro sin enzima. A parte de los blancos también se prepararon el
control y el vehiculo (DMSO). Las placas fueron incubadas durante 30 minutos
con agitacion y finalmente se pipeted el yodato de acetiltiocolina con ayuda de la
pipeta multicanal para iniciar la reaccion. La placa se ley6 en el lector Varioskan
LUX a 412 nm durante 10 min con intervalos de lectura de 1 min. Cada muestra

se ensayo por triplicado.
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3.2.3 Célculo del porcentaje de inhibicion

El calculo de los porcentajes de inhibicidn presentados en este trabajo son
los obtenidos por el método de Ellman.

Se hallé la pendiente (velocidad de la reaccién) de cada muestra usando
los valores de absorbancia en cada intervalo. A todos los valores de pendiente
se resto el valor de la pendiente del blanco sin enzima. Posteriormente se uso la
siguiente formula para hallar el porcentaje de actividad de la acetilcolinesterasa,
utilizando los valores obtenidos para el vehiculo como el 100% de la actividad de

la enzima:

o valor pendiente muestra
% Actividad = - - x 100
valor pendiente vehiculo

Para calcular el porcentaje de inhibicion seguimos la siguiente férmula:
% Inhibicién = 100 — % Actividad

Una vez obtenido cada valor de inhibicion para cada réplica de cada

muestra hacemos el promedio y obtenemos el resultado final de inhibicion.

3.3 Cribado/Screening de los extractos

Para el desarrollo de este trabajo se hizo uso de parte del banco de
extractos del Laboratorio de Productos Marinos del IUBO. Se pudo dividir estos
extractos en dos grandes grupos de taxones: los extractos provenientes de

invertebrados y extractos de dinoflagelados (Tablas 1y 2).

El proceso de extraccion de los metabolitos llevado a cabo para cada
muestra se realizo de acuerdo con metodologias especificas ya establecidas por
los Grupo de Productos Marinos para cada tipo de organismo, dependiendo de
sus caracteristicas quimicas. De manera general, los extractos de los

invertebrados marinos se obtuvieron del organismo completo liofilizado por

15



medio de maceracién en diferentes disolventes (Tabla 1). La figura 10 resume el

procedimiento general de extraccion empleado para los invertebrados marinos.

El procedimiento de extraccion para los dinoflagelados se inici6 con el
protocolo de cultivo ya establecido en el laboratorio con distintos medios de
acuerdo con la caracteristica de las cepas. Tras el periodo necesario de
crecimiento de cada cepa para que alcance el final de la fase estacionaria de la
curva de crecimiento, el volumen de cultivo fue centrifugado para separar las
células y medio, y la biomasa celular fue extraida en metanol (Tabla 2). La figura
11 presenta el resumen del procedimiento de cultivo y extraccion de las células

de dinoflagelados.

Todas las extracciones fueran asistidas por ultrasonido, filtradas y el
disolvente fue evaporado con ayuda del rotavapor. Los extractos obtenidos

fueron almacenados a -5°C.

Los extractos fueron ensayados en ese estudio para determinar su
actividad enzimatica sobre acetilcolinesterasa. Posteriormente, a partir de los
extractos méas activos, se emplearon técnicas cromatogréficas para aislamiento
de sustancias responsables de la actividad inhibitoria sobre la

acetilcolinesterasa.

Invertebrado marino

; i s» 15 min (52
> Y. Extraccién D;fg;"n‘“::;e R ol
) i : Y
=~ Maceracién e
O U { <« S =
. Ultrasonido / Filtracion Concentracion
Material biolégico reposo rota evaporador

liofilizado

FIGURA 10. Resumen del procedimiento general de extraccion empleado para invertebrados
marinos
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Epy

Cultivo medio y gran escala

Cultivo en laboratorio
(procedimiento escaldo)

e |
g MeOH « w13 min <:
L ( L i = '
- s o Extracto
Centrifugacion Extracion, Ultrasonida / Filtracién Concentracion
(medioy celula)  biomasa celular, reposo rota evaporador

FIGURA 11. Resumen del procedimiento general de extraccion empleado para las cepas de

dinoflagelado

TABLA 2. Extractos seleccionados para este estudio obtenidos de especies de invertebrados

marinos

Cdédigo extracto

TC.ACEt

TC.MeOH

PC.MeOH

ZP.MeOH-DCM

CT.DCM

) Lugar de .
Especie . Extraccion
recoleccion
Santa Cruz
de Tenerife Acetato de etilo
Tubastraea
) (Santa Cruz
coccinea .
de Tenerife, Metanol
Espafa)
Tajao (Santa
Palythoa Cruz de
_ _ Metanol
caribaeorum Tenerife,
Espafa)
Punta del
Hidalgo _
Zoanthus Metanol:Diclorometano
(Santa Cruz
pulchellus _ (1:1)
de Tenerife,
Espaiia)

Coscinasterias Santa Cruz Extraccién secuencial

tenuispina de Tenerife  — parte Diclorometano
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(Santa Cruz y _
. Extraccion secuencial
CT.HEX de Tenerife,
— parte Hexano

Espaia)

TABLA 3. Extractos seleccionados para este estudio obtenidos de especies de dinoflagelados
marinos. GK= medio Guillard K modificado,!” GSe= medio GP.(8

_ o Medio y
Caddigo Caodigo _ Lugar de Extraccion
Especie » )
extracto Cepa recoleccion _ (células)
cultivo
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VGO791 VGO791 _ GK Metanol
ecentrecus (Tenerife,
Espafa)
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VG01180 vVG01180 _ _ GK Metanol
silvae (Tenerife,
Espafa)
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VG0O1397 VG0O1397 _ _ GK Metanol
carolians (Tenerife,
Espafa)
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VGO01270 VGO01270 _ GK Metanol
australes (Tenerife,
Espafia)
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VGO01278 VGO01278 _ GK Metanol
australes (Tenerife,
Espafia)
Gambierdiscus  Punta del
VGO01250 VGO01250 _ GK Metanol
australes Hidalgo
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(Tenerife,
Espafa)
Punta del
Gambierdiscus Hidalgo
VG01198 VG0O1198 . GK Metanol
australes (Tenerife,
Espafa)
AMTF.1.CK Punta del GK Metanol
Amphidinium Hidalgo
AMTF-1 .
AMTF.1.CGSe carterae (Tenerife, GSe Metanol
Espafia)
AMTF.3.CK Punta del GK Metanol
Amphidinium Hidalgo
AMTF-3 .
AMTF.3.CGSe sp. (Tenerife, GSe Metanol
Espafia)
Isla de
Reunion
(Archipiélag
o o de las Metanol:
ACRNO03.CK- Amphidinium
ACRNO3 Mascarefas GK Tolueno
MT carterae
, Este de (1:2)
Madagascar
, Ultramar
Francés)
Bahia de la
Paz (Baja
Chattonella
CMCV-2 CMCV-2 _ California GSe Metanol
marina
Sur,
México)
Bahia
Gymnodinium  Concepcion
Bapaz Bapaz-10 _ GSe Metanol
catenatum (Baja

California
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Sur,
México)
Bahia de la

o Paz (Baja
GIMP Gymnodinium

Gimp Baco California GSe Metanol

BACO-13 impudicum
Sur,

México)
Punta del

Hidalgo

COTF.1.CK COTF-1 Coolia sp. GK Metanol

(Tenerife,
Espafa)
Punta del

Coolia Hidalgo

COTF.2.CK COTF-2 GK Metanol

canariensis (Tenerife,
Espafa)
Punta del

Hidalgo

COTF.3.CK COTF-3 Coolia sp. GK Metanol

(Tenerife,

Espafa)

3.4 Fraccionamiento por HPLC/UV-DAD del extracto de Zoanthus
pulchellus

Inicialmente, para evaluar el perfil quimico y desarrollar un método de
separacion, el extracto del hidro coral Z. pulchellus (ZP.MeOH-DCM) fue
sometido a cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, del inglés “High
performance liquid chromatography”) con un detector de matriz de diodos
ultravioleta (UV-DAD) en modo analitico. Posteriormente, los metabolitos
mayoritarios del extracto fueron aislados por HPLC en modo semipreparativo.
Las condiciones empleadas en los analisis de HPLC estan detalladas en la tabla
3. Al final de la separacién cromatografica, fue posible purificar los compuestos
1y 2. Las sustancias aisladas fueran analizadas por técnicas espectroscépicas
de RMN (*H, 13C, COSY, HMBC, HSQC) e EM.
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Antes de cada analisis en HPLC las muestras fueran filtradas en filtros de
PTFE de 0,45 uym (Chromafil®). Los datos de DAD se registraron en un rango de
190 a 400 nm, y la deteccion fue realizada en 235 nm.

TABLA 4. Condiciones analitica y semipreparativa empleadas para la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC/UV-DAD) del extracto extracto de Z. pulchellus (ZP.MeOH-DCM). ACN=
Acetonitrilo. H20= agua grado HPLC.

Concentracion

de la muestra

Columna Método **
-volumen de

inyeccién

Gradiente de
eluicion:
Primera rampa
desde el 100% de
H>0 hasta el 40:60

Luna® C18 4o ACN:H.0 en 30 10 mg/mL de
Analitico (250x4.6mm, 5 minytos. Seguida - ML/MIn ACN - 20 pL
um, 100 A) de una segunda

rampa hasta el
100% de ACN en
10 minutos.
Finalizando con un

sistema final

isocratico con

100% de ACN
Luna® C18 durante 10 15 mg/ 200 pL
Semipreparativo*  (250x100mm, minutos. 2’5_ de ACN - 200
5 um, 100 A). mL/min L
Tiempo total de
analisis: 50
minutos

* Las fracciones se recogieron en el colector automatico. El tiempo de recogida fue de 0,5 min/tubo de
ensayo.

** Todos los disolventes empleados se filtraron utilizando filtros de fibra de vidrio (Millipore®, grado GF/F,
tipo 1, tamafio de poro de 1,6 um, 47 mm de diametro) y se sonicaron durante 15 minutos antes de los
analisis.
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3.5 Fraccionamiento bioguiado del extracto de Amphidinium carterae
(ACRNO3)

El extracto en metanol:tolueno obtenido a partir de células de la cepa
ACRNO3 del dinoflagelado A. carterae (ACRNO03.GK-MT = 3g) fue sometido a
una marcha cromatografica empleando distintas fases estacionarias. El proceso
de separacion empezd con una cromatografia de exclusion molecular, utilizando
una columna empaquetada con Sephadex LH-20 (24 cm x 6,5 cm @) eluida en
metanol:diclorometano:hexano (2:1:1). Fueron recolectadas un total de 51
fracciones de 25 ml cada una, que, de acuerdo con los perfiles observados en
CCD, fueran reunidas en 3 fracciones finales (ACRNO03-SPX.1 = 1,83 g;
ACRNO03-SPX.2 = 0,99 g y ACRNO03-SPX.3 = 0,17 g). Las tres fracciones fueran

sometidas de actividad inhibitorias frente acetilcolinesterasa.

A partir de los resultados de actividad, la fraccion ACRN03-SPX.2 (500
mg) fue elegida para una nueva separacion en una columna empaquetada con
gel de silice F60 (40 cm x 2,5 cm @), utilizando un gradiente de eluicion con
diclorometano-metanol que proporciond, después de la reunién por similitud en
CCD, 14 fracciones. Después de la recoleccion de todas las fracciones
obtenidas, éstas se analizaron mediante técnicas espectroscépicas de RMN
(1H). Ademas, todas estas fracciones también fueron evaluadas frente a la

acetilcolinesterasa.

La figura 12 resume los pasos empleados en la marcha cromatogréfica

del extracto en metanol:tolueno de ACRNOS3.

ACRNO03.GK-MT

Sephadex

ACRNO3-SPX.1 ACRNO3-SPX.2 ACRNO3-SPX.3

CCS

\ I | i \
ACRNO3-2C ‘ ACRNO3-2E | ‘ ACRN03-2G ‘ | ACRNO03-2| | | ACRNO3-2L | | ACRNO3-2N ‘ | ACRN03-2P ‘
‘ ACRNO3-2D ‘ ‘ ACRNO3-2F ‘ | ACRNO3-2H | ‘ ACRNO3-2J | | ACRNO3-2M ‘ ‘ ACRNO3-20 ‘ ‘ ACRN03-2Q |

FIGURA 12. Resumen de la marcha cromatogréafica empleada para el extracto en metanol:tolueno
(1:1) de la cepa ACRNO3 (ACRNO03.GK-MT) de Amphidinium carterae
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Eficacia de los métodos

En este trabajo se utilizaron dos métodos para evaluar la actividad
inhibitoria acetilcolinesterasa de las muestras ensayadas: el kit de fluorescencia
de acetilcolinesterasa y el método de Ellman.

Durante el transcurso del desarrollo experimental se obtuvieron resultados
fuera de los pardmetros establecidos por el kit comercial al usar el método de
fluorescencia. Posteriormente, a pesar de los cambios empleados en la
metodologia, se llegé a la conclusion de que este no era el método adecuado
para la valoracion de la inhibicion de la acetilcolinesterasa en ensayos
farmacolégicos para la busqueda de potenciales dianas terapéuticas
anticolinesterasas. ElI kit fue diseflado para la cuantificacion de
acetilcolinesterasa en muestras de suero, plasma, membranas de eritrocitos,

células y tejido lisado.

Por lo tanto, empleamos el método de Ellman para valorar la
acetilcolinesterasa por medio de espectroscopia de absorbancia. Este método
esta enfocado para medir la actividad de la colinesterasa porque detecta tioles a
bajas concentraciones, por lo que nos parecié un ensayo mas acertado para la
busqueda de sustancias con actividad anticolinesterasa. Por otro lado, el kit
comercial presentaba mucho DMSO en el medio de reaccién, influyendo en la

actividad de la enzima y enmascarando la inhibicion de esta.

4.2 Cribado de los extractos (actividad de inhibicion)

En este trabajo se evalud un total de 24 extractos, donde el 75 % presento
un porcentaje de inhibicién entre 0-50%, el 21% entre 50 y 90% de inhibicion y
el 4% de los extractos presentaron un porcentaje de inhibicion superior a 90%.
Las tablas 5 y 6 contienen los resultados del ensayo de actividad expresados

como porcentaje de inhibicion.
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TABLA 5. Porcentajes de inhibicién de invertebrados

INVERTEBRADOS

Codigo Porcentaje de inhibicion
TC.ACEt 40,93%
TC.MeOH 40,32%
PC.MeOH 16,72%
ZP.MeOH-DCM 94,32%
CT.DCM 11,98%
CT.HEX 17,09%

En el caso de los invertebrados, el extracto ZP.MeOH-DCM (Zoanthus
Puchellus) present6 una excelente actividad anti-acetilcolinesterasa siendo el
anico extracto que se encuentra en un rango de inhibicion del 90-100%, con un
porcentaje de inhibicion del 94,32% (Tabla 5).

TABLA 6. Porcentajes de inhibicion de dinoflagelados

DINOFLAGELADOS

Caddigo Porcentaje de inhibicién
promedio

VGO791 26,18%
VG01180 35,60%
VGO1397 45,30%
VG0O1270 50,20%
VG01278 23,63%
VG0O1250 38,14%
VGO1198 54,54%
AMTF.1.CK 56,02%
AMTF.1.CGSe 21,12%
AMTF.3.CK 25,83%
AMTF.3.CGSe 31,91%
ACRNO03.CK-MT 54,07%
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CMCV-2 15,33%

Bapaz 18,81%
Gimp Baco 59,01%
COTF.1.CK 36,57%
COTF.2.CK 26,73%
COTF.3.CK 25,63%

En cuanto a los dinoflagelados, varios extractos dieron buena actividad
con valores superiores a 50% de inhibicion: VG01198 (54,54%), AMTF.1.CK
(56,02%), ACRNO3.CK-MT (54,07%) y Gimp Baco (59,01%) (Tabla 6). De todos
estos extractos ACRNO3.CK-MT era del que mas cantidad de material se

disponia para seguir el fraccionamiento bioguiado.

Analizando los resultados obtenidos se decidié fraccionar el extracto
ACRNO3.CK-MT de dinoflagelados y el extracto ZP.MeOH-DCM de

invertebrados para el aislamiento de metabolitos activos.
4.3 Fraccionamiento del extracto de Zoanthus pulchellus

El extracto de Z. pulchellus fue el presenté mayor actividad de inhibicién
de la acetilcolinesterasa. El perfil quimico por HPLC-UV/DAD analitico de este
extracto revelo la presencia de dos compuestos mayoritario (pico), el compuesto
1 (RT=25,518 min) y el compuesto 2 (RT= 26,068 min) (Figura 13). Estas dos
sustancias fueron aisladas por HPLC-UV/DAD en modo semipreparativo y
caracterizadas estructuralmente con auxilio de técnicas espectroscopicas de
RMN y MS. Comparando los datos de RMN (Figura 14) y MS (Figuras 15y 16)
con la literatura disponible fue posible determinar que la estructura de los
compuestos aislados correspondia a las conocidas norzoantamina (I) (Figura
17) y zoantamina (II) (Figura 18), importantes alcaloides previamente aislados
de Zoanthus(19).
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FIGURA 13. Cromatograma HPLC 235 nm del extracto de Zoanthus pulchellus. | = Norzoantamina

Il = Zoantamina.

La caracterizacion de ambos los compuestos se puedo verificar, a parte

de los analisis de todos los datos de RMN, mediante la observacién dos singletes

(1,13 y 2,84 ppm) en el espectro de *H RMN de la norzoantamina, y un doblete

(1,15 ppm) y un quintuplete (2.92 ppm) en el espectro de *H RMN de la

zoantamina (Figura 14). Las estructuras fueran confirmadas con los datos de

masas de alta resolucion, la formula molecular de la norzoantamina se estableci6
por ESI-HRMS como C29H3sNOs (m/z 481,3; calculado para 482,3 [M + HJY)

(Figura 15) y de la zoantamina como C3oH41NOs (m/z 495,3; calculado para

496,3 [M + H]*) (Figura 16).

26




le_ I

[N

e

L2

45 4.0 5 an 25 2
fi (ppm)

FIGURA 14. RMN H en CD2Clz. | = Norzoantaminay Il = Zoantamina.

o

27



1:TOF M S ES+

1004 4823 497e5
433
3 3
- 4963
.
3672 4963
219103323 | 4133 108 3
43 2171 33
’ﬁ | || 6635
0 LA . . ‘ N
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

FIGURA 15. Espectro de masas de la norzoantamina. ESI-HRMS: C29H40NOs, m/z 482,3 [M + H]+
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FIGURA 16. Espectro de masas de la zoantamina. ESI-HRMS: C3oH42NOs, m/z 496,3 [M + H]+
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FIGURA 17. Estructura de la norzoantamina FIGURA 18. Estructura de la zoantamina

La norzoantamina (Figura 17) y =zoantamina (Figura 18) fueron
ensayadas para determinar su actividad inhibitoria. A pesar de que el extracto de
Z. pulchellus (ZP.MeOH-DCM) presentd muy excelente actividad inhibitoria,
tanto la norzoantamina y zoantamina presentan valores bajos en comparacion
(Tabla 7) (Figura 19). Es probable que la accién inhibitoria de la
acetilcolinesterasa encontrada en el extracto de extracto de Z. pulchellus sea

producto de otra molécula minoritaria o de una sinergia entre varias moléculas.

TABLA 7. Porcentajes de inhibicion de los alcaloides de Zoanthus

ZP.MeOH-DCM 94,32%
Zoantamina 21,43%
Norzoantamina 31,84%
-~ Blanco
0.81 - Control
-+ DMSO
0.6 - ZP.MeOH-DCM
E -~ Norzoantamina
3 044 9 Zoantamina
(@)
. 0.2-
&5 & &—%
O-O T T T L]

0 2 4 6 8 10
Tiempo (min)

FIGURA 19. Cinética del ensayo
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4.4 Fraccionamiento bioguiado del extracto de Amphidinium carterae
(ACRNO3)

Para este extracto fue empleada la estrategia del fraccionamiento

bioguiado para el aislamiento de las sustancias activas (Figura 20).

ACRNO3.CK-MT
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FIGURA 20. Grafica de actividad AChE obtenida en cada paso del fraccionamiento bioguiado. Fraccionamiento

en columna de Sephadex (a). Fraccionamiento en coluna de gel de silice (b).

Inicialmente se obtuvieron 3 fracciones en la columna empaguetada con
Sephadex. Estas fracciones fueron ensayadas obteniendo sus respectivos
porcentajes de inhibicién (Tabla 8). De las tres fracciones obtenidas solamente
la fraccion ACRNO3.SPX.2 presentd una inhibicion alta (83,97%). Por
consiguiente, se decidi6 fraccionar la fraccion ACRN03.SPX.2 en una columna

empaquetada con gel de silice, obteniendo otras 14 fracciones que también
fueron ensayadas.
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TABLA 8. Porcentajes de inhibicién de las fracciones de la columna empaquetada con Sephadex

ACRNO03.SPX.1 43,12%
ACRNO03.SPX.2 83,97%
ACRNO3.SPX.3 46,22%

Del segundo fraccionamiento, la fraccion con mayor actividad fue
ACRNO3-G (Tabla 9), presentando un porcentaje de inhibicion de 94,85%. Cabe
destacar otras fracciones también presentaran buena actividad inhibitoria:
ACRNO3-H (86,80%), ACRNO3-L (86,12%) y ACRNO3-M (88,10%), por lo que es

probable que haya mas de una sustancia activa.

TABLA 9. Porcentajes de inhibicion de las fracciones de la columna empaquetada con gel de silice

ACRNO3-2C 6,43%
ACRNO03-2D 25,60%
ACRNO3-2E 51,36%
ACRNO3-2F 69,80%
ACRNO3-2G 94,85%
ACRNO3-2H 86,80%
ACRNO3-2I 72,92%
ACRNO03-2J 55,54%
ACRNO3-2L 86,12%
ACRNO03-2M 88,10%
ACRNO3-2N 22,13%
ACRNO03-20 18,96%
ACRNO3-2P 41,94%
ACRNO03-2Q 7,75%
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Posteriormente se realiz6 una RMN H de la fraccion ACRNO3-G, su
espectro evidencié sefiales correspondientes a los distintos tipos de protones
presentes en un esterol (Figura 21), como el doblete con desplazamiento 6+ 4,15
ppm correspondiente al grupo -OH, las sefiales a on 0.84 — 0,94 ppm
correspondiente al acoplamiento de los protones de los grupos metilos -CHa,y
una sefal de protones olefinicos a &1 5.41 ppm. Este esterol se encuentra en

proceso de elucidacion estructural.

) L LA__,U/M V.

T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.(

FIGURA 21. Espectro de RNM H del compuesto hallado en la fraccion ACRNO3-G
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5. CONCLUSIONES

El método mas adecuado para la determinacion de actividad inhibitoria
frente la acetilcolinesterasa de extractos, fracciones y sustancias aisladas
es el método de Ellman ya que detecta grupos tioles a bajas
concentraciones.

El extracto mas activode todos los ensayados fue del invertebrados
Zoanthus Puchellus. Ya para los extractos de dinoflagelados, varias
especies presentaran buena actividad para la basqueda de sustancias
activas, de entre ellas, destacamos en ese trabajo el extracto en
metanol:tolueno de Amphidinium carterae.

Los alcaloides mayoritarios aislados de Zoanthus Puchellus, Ila
zoantamina y la norzoantamina, presentaron baja actividad comparada a
la actividad del extracto.

Amphidinium carterae es una excelente fuente de diversos metabolitos

secundarios con actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa.
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