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RESUMEN

La capacidad de manipular el color en respuesta a diversos estimulos externos se
observa en una amplia gama de animales acudticos y terrestres con fines de
comunicacién, defensa, funcion oOptica o reproduccion. Los cefalépodos, como los
pulpos, pueden mostrar colores visibles en una amplia gama espectral utilizando
nanoestructuras altamente ordenadas conocidas como pigmentos omocromos, lo que
los convierten en algunos de los sistemas fotonicos mas sofisticados de la naturaleza.
El presente proyecto de investigacion se centra en investigar la capacidad
antioxidante, antimicrobiana y retinoprotectora asociado al desarrollo de patologias
oculares en humanos que poseen los omocromos extraidos de la piel del pulpo
(Octopus vulgaris). Los resultados obtenidos revelaron sensibilidad moderada frente
algunas bacterias mientras especies de Pseudomonas y hongos filamentosos fueron
tolerantes a los pigmentos. Estudios in vitro mostraron efecto antioxidante y
antiglicativo por inhibicion de la reaccion de fructosilacion por los omocromos. Ademas,
estos compuestos tuvieron efectos protectores a la retina al disminuir la muerte celular
de ARPE-19 sometida a ferroptosis. Es la primera vez que se reporta actividad
antiinflamatoria y antiangiogénica al disminuir la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-8 inducidas por Poly I.C y el VEGF en EPR primario. Esta
sustancia es de interés para futuras investigaciones sobre la degeneracion macular

relacionada con la edad.

Vi



CONTENIDO

RESUMEN ...t et e e e saa e e e b e e e seeeeneeeannaeeas Vi
(00 1)V I = 11 SR Vil
LISTA DE FIGURAS ...ttt viil
INTRODUGCCION ..ottt 2
HIPOTESIS ..ottt 10
OBUJETIVOS . ...ttt ettt sttt bbbt be bt eneabe e 10

ODjJELIVO GENETAL .....c.eiciiicieee et rs 10

_ODbjetivos ESPECITICOS ..uviiuiiiiiiccc et e 11
DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION.......ccoovveriieereeeesierienens 12
CONCLUSIONES ..ottt sttt ane e 26
RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS ...t 27
REFERENCIAS . ...ttt e et e e st e e e saae e e nneeeennaeeans 29

vii



LISTA DE FIGURAS

FIGURA Pagina

. Cambio de color de Octopus vulgaris debido a la presencia en la

piel de omocromosomas con pigmentos (OMOCromos)................... 03
. Estructuras de omocromos: omatinas y sus sustituyentes

(fenoxazona) y omina A (fenotiazina)...............ccooiiiiiiii 04
. Localizacién anatémica de la retina, el epitelio pigmentario de retina

(EPR) y pérdida de la vision central por DMAE......................lL 07

. El estrés oxidativo (ROS), la inflamacion (IL-6, IL-18) como inductores de
estimulo para la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF) involucrados en la patologiade laDMAE..............ccooiiiiiinii. 09
. Etapas y actividades realizadas para evaluar la actividad
biol6gica de omocromos extraidos de Octopus vulgaris.................. 14

viii



INTRODUCCION

El medio marino comprende ecosistemas complejos y se sabe que muchos
organismos poseen compuestos bioactivos como medio comun de autodefensa o
proteccion. Hoy en dia, ademas de ser de interés economico, los cefalépodos son
importantes modelos biolégicos enfocados a la conservacion de los alimentos y a la
salud (Jereb et al., 2014; Ezquerra-Brauer et al., 2016; Ezquerra-Brauer y Aubourg,
2019). El grupo de los pulpos constituye aproximadamente un tercio de la poblacion
de cefalépodos, con alrededor de 300 especies que se encuentran en aguas de todo
el mundo. El grupo de cefalépodos mas estudiado y econémicamente significativo es
el "grupo de pulpos". La especie mas representativa es el pulpo comun, Octopus
vulgaris (Cuvier, 1797). El grupo O. vulgaris representa el 50% de la captura total de
pesquerias de octopodos del mundo, supera las 380,000 toneladas y tiene un valor de
exportacion internacional de US $ 1 mil millones (SAGARPA-CONAPESCA, 2017,

Lima et al., 2017; Dominguez-Contreras et al., 2018).

El pulpo tiene la capacidad de alterar dinamicamente su apariencia o patron corporal
mostrando rapidamente una amplia gama de camuflajes y formas para adaptarse a su
entorno y pasar desapercibido. Esta capacidad de supervivencia o adaptabilidad es
llevada a cabo por los cromatoforos presentes en la piel, que son Organos
neuromusculares (omocromosomas), inervados directamente desde el cerebro que
contienen a los granulos nanoestructurados de pigmentos omocromos (Figura 1). El
nombre omocromo proviene del griego “omma” ojo y “chroma” color, son las sustancias
gue dan el color pardo y rojizo a los ojos de los insectos y son las efectoras del cambio
de color en los cefalépodos. Los cromatéforos logran sus efectos visuales junto con
otros "elementos” en la piel: iridéforos, leucéforos y musculos de la piel. Estos se
organizan precisamente uno con respecto al otro como resultado de un proceso de
desarrollo complejo y altamente organizado (Figon y Casas, 2018; Chatterjee et al.,
2018; Williams et al., 2019).
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Figura 1. Cambio de color de Octopus vulgaris debido a la presencia en la piel de
omocromosomas con pigmentos (omocromos). Fuente: https://www.tuiris.com/pulpos-

mejores-camuflarse-conoce-lo/

Los pigmentos cromoéforos son los responsables de una amplia gama de funciones
fisioldgicas en los animales. Las principales actividades que realizan los omocromos
estan relacionadas con el cambio de color de la piel, la filtracion de la luz en los ojos,
la proteccién antioxidante, el control de la sensibilidad espectral de los fotorreceptores
en las células reticulares y la desintoxicacion del exceso de triptéfano. Actualmente se
estan aprovechando estos compuestos para usos biotecnolégicos y en el desarrollo
de nuevos materiales para dispositivos electrénicos derivado de las estructuras que
los forman (Williams et al., 2016; Ezquerra-Brauer et al., 2016; Figon y Casas, 2018;
Kumar et al., 2018; Ushakova et al., 2019; Chan-Higuera et al., 2019b; Dontsov et al.,
2020; Bonnard et al., 2021). La biogénesis de estos compuestos se lleva a cabo a
partir de la via de oxidacion metabdlica del triptéfano y entre los principales productos
se encuentran la kinurenina, el &cido kinurénico, la 3-hidroxiikinurenina, la xantomatina
y la omatina D. Estos pigmentos omocrémicos son una clase de metabolitos
aromaticos policiclicos que comprenden derivados de la fenoxazona/fenotiazina
sustituidos con la caracteristica de absorbancias maximas en la region ultravioleta
visible (UV-vis) a 360 y 480 nm.

La estructura exacta de los omocromos solo se ha propuesto para muy pocos
compuestos, principalmente a partir de la determinacion por espectrometria de masas.
La diversidad estructural de los omocromos es alta, o que puede estar relacionado
con los métodos de extraccion (por ejemplo, la apertura del anillo de fenoxazona tras

la exposicion a la luz o la hidrolisis en condiciones &cidas). La caracterizacion



estructural completa de los omocromos es un desafio debido a su variabilidad y
complejidad estructural. Ademas, su baja solubilidad se suma a lo dificil de su
caracterizacion. Las familias principales de los omocromos estdn compuestas por
omatinas (bajo peso molecular, termolabil y color claro) y ominas/ omidinas (alto peso
molecular, termosensible y relacionada con coloraciones intensas). La estructura de
los omocromos se basa en una fenoxazona (omatinas) o anillo de fenotiazina (ominas
y omidinas). Los cambios estructurales de las omatinas se dan por sustituciones de la
cadena lateral del anillo (OR): dihidroxantomimatina (R= forma reducida H),
rodomatina (R= B-glucosil), omatina D (R= SOsH) y xantomamatina descarboxilada
(COOH eliminado). La estructura quimica ofrece un sistema electronico de
deslocalizacion construido sobre un anillo aromatico policiclico y asimétrico, el cual
esta compuesto por heteroatomos (N y O o S) (Figura 2) (Figon y Casas, 2018;
Chatterjee et al., 2018; Williams et al., 2019; Figon et al., 2020; Dontsov et al., 2020;
Bonnard et al., 2021).
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Figura 2. Estructuras de omocromos: omatinas y sus sustituyentes (fenoxazona) y

omina A (fenotiazina). Fuente: Bonnard et al. (2021).

El solvente mas comunmente utilizado para extraer a los omocromos es el metanol
acidificado con acido clorhidrico al 0,5-5% (MeOH/HCI (Bolognese et al., 2002; Riou y
Christides, 2010; Williams et al., 2016; Ostrovsky et al., 2018). Trabajos mas recientes
han utilizado una combinacion de etanol y acido acético (CHsCOOH) para aislar
pigmentos omocromos de la piel de calamar gigante (Dosidicus gigas) (Aubourg et al.,



2016; Chan-Higuera et al., 2019a; Chan-Higuera et al., 2019b) y de metanol/etanol/HCI
en O. vulgaris (Esparza-Espinoza et al., 2021); sin embargo, el cambio de color
asociado con el potencial redox de los disolventes utilizados ha sido poco estudiado.
En este trabajo de tesis se evalud el efecto de dos tipos de extraccion con solvente
metanol acidificado (HCI o acido acético), los cuales varian en la capacidad redox de

los omocromos extraidos.

El interés en encontrar antioxidantes y antimicrobianos de fuentes naturales de origen
animal ha colocado a los pigmentos omocromos de cefaldopodos en el centro de
atencion. Las propiedades quimicas de los croméforos a menudo los hacen adecuados
para transportar electrones o reaccionar con oxidantes, reductores, radicales libres,
asi como para funcionar en el ciclo de la vision. El estado redox de los omocromos
(anillos de fenoxazina/fenoxazinona) les permiten actuar como efectivas moléculas
antirradicalarias evitando el exceso de radicales libres y contrarrestando el nocivo
estrés oxidativo (Romero y Martinez, 2015; Farmer et al., 2017; Figon y Casas, 2018;
Dontsov et al., 2020; Figon et al., 2020).

En este sentido, se han realizado estudios relacionando a los omocromos y melaninas
con la inhibicion de la oxidacién de los lipidos de la membrana celular y el retraso de
la peroxidacion lipidica por varios factores prooxidantes (radical superéxido, oxigeno
singlete, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo, hidroperéxidos lipidicos y radicales
oxido de nitrégeno, etc.) (Ostrovsky et al., 1966; Dontsov et al., 1980; Ostrovsky et al.,
1980; Ostrovsky et al., 2018; Ostrovsky y Dontsov, 2019). En ensayos in vivo se
demostré que las fenoxazinas y las fenotiazinas son los inhibidores mas potentes de
la autooxidacion y la ferroptosis (estrés oxidativo dependiente del hierro) al atrapar los

radicales lipidicos, rompiendo asi el mecanismo de propagacion (Shah et al., 2017).

Por otra parte, el uso de las fenoxazinonas naturales y sintéticas han mostrado tener
actividad antibacteriana, antifingica, antiviral, inmunosupresora, anticancer o
citotoxica por ser compuestos intercalantes de acidos nucleicos (Gao et al., 2002;
Shimizu et al., 2004; Hendrich et al., 2006; Hayashi et al., 2008; Le Roes-Hill et al.,

2009). Actualmente, se ha prestado atencién a la investigacion de fuentes naturales



de sustancias biolégicamente activas como los pigmentos de omocromos obtenidos
de la piel de calamar gigante (Dosidicus gigas) (Aubourg et al., 2016; Chan-Higuera et
al., 2019a; Chan-Higuera et al., 2019b; Ezquerra-Brauer et al., 2019) y omocromos de
ojos de mosca Hermetia illucens (Ushakova et al., 2019; Dontsov et al., 2020). El
extracto crudo de omocromo de piel de calamar extraido con etanol/acido acético
mostro una reduccion en el recuento microbiano (aerobios, psicrofilos, enterobacterias
y conteos proteoliticos y lipoliticos) durante el almacenamiento refrigerado de caballa
atlantica (Scomber scombrus) (Ezquerra-Brauer et al., 2016). Ademas, el mismo
extracto inhibié la actividad microbiana y la hidrdlisis de lipidos y extendié la vida la
vida de anaquel durante el almacenamiento refrigerado de merluza europea
(Merluccius merluccius) (Ezquerra-Brauer et al., 2016). De igual manera se reporto que
la adicion de 0.05% de extracto metandlico de omocromo de O. vulgaris y D. gigas
inhibié el crecimiento microbiano (conteo total de bacterias aerdbicas, bacterias acido-
lacticas, enterobacterias y hongos filamentosos/levaduras) en hamburguesas de pollo,
extendiéndose la durabilidad a 12 dias de almacenamiento refrigerado (Esparza-
Espinoza et al., 2022).

Otro aspecto importante para tener en cuenta es la funcién optica de los omocromos
donde se ha reportado que los 6rganos de la vision en los cefalépodos (pulpos,
calamares) presentan ojos tipo camara, al igual que en los organismos vertebrados,
pero las células fotorreceptoras (rabdoms) son las mismas de los invertebrados. Estas
células contienen pigmentos visuales retinales fotosensibles y no sensibles a la luz
cuyas funciones son la filtracién y absorcion de ciertas regiones de la luz UV-visible
para evitar el efecto dafino de la misma. Los pigmentos de cribado en los ojos de
vertebrados y humanos son los granulos de melanina contenidos en los melanosomas,
mientras que en los ojos de invertebrados son los pigmentos de omocromos. Las
melaninas y los omocromos son los principales pigmentos del ojo que protegen por
filtracion Optica a las células fotorreceptoras de factores prooxidantes y por
neutralizacion quimica de los radicales libres (Ostrovsky et al., 2018; Ostrovsky y
Dontsov, 2019).



Durante el proceso de envejecimiento en las células humanas del epitelio pigmentario
(EPR) ocurre una significante disminucion en el niumero de melanosomas con una
pérdida sensible de la concentracién de melanina. Ademas, los melanosomas son
fusionados a la lipofuscina formando los granulos de melanolipofuscina. EI aumento
en la cantidad del pigmento de envejecimiento (melanolipofuscina) causa la
destruccion de la melanina debido a la generacion de radicales superoxidos por los
fluoroforos de liposfucina bajo la influencia de la luz (Ostrovsky et al., 2018; Ostrovsky
y Dontsov, 2019). El estrés fotooxidativo en células del EPR esta directamente
asociado al desarrollo de complicadas patologias oculares como la degeneracion

macular asociada a la edad y la retinitis pigmentaria.

Dentro de las enfermedades oculares, las alteraciones en la retina y la coroideas son
las causas principales de ceguera en el mundo. La degeneracion macular asociada a
la edad (DMAE) es la principal causa del deterioro visual en los paises industrializados,
con una incidencia al aumento debido a los cambios demograficos y a los nuevos
estilos de vida (Knobbe y Stojanoska, 2017; Bourne et al., 2018). A nivel celular, la
patologia de la DMAE tiene lugar entre los fotorreceptores sensibles a la luz, el epitelio
pigmentario de retina (EPR) subyacente que mantiene los fotorreceptores y la coroides

que suministra oxigeno y nutrientes a estas células (Figura 3) (Bhutto y Lutty, 2012).

External limiting
membrane

: 7_‘%;“ \‘J‘ : La vision con DMAE

The processds: \
of glial Mucller cells 7’9

Figura 3. Localizacion anatémica de la retina, el epitelio pigmentario de retina (EPR)y
pérdida de la visibn central por DMAE. Fuente: Ostrovsky et al. (2018) y

https://arbraysslaser.com/degeneracion-macular/.



La DMAE es una enfermedad multifactorial donde la vejez, la disposicion genética y
los factores ambientales son considerados como los factores de riesgo mas
importantes (Heesterbeek et al., 2020). Las vias patoldgicas incluyen el estrés
oxidativo, la inflamacion y, en el caso de la forma exudativa de DMAE, la sefializacion
proangiogénica (Miller et al., 2013; Kauppinen et al., 2016; Datta et al., 2017). El estrés
oxidativo es una condicion constante en la retina debido a la constante exposicion a la
luz visible, una alta tension de oxigeno y una considerable produccién de peroxido de
hidrégeno (H20:2) en las mitocondrias de los fotorreceptores y en las células del EPR
(King et al., 2004; Lange et al., 2012; Kaarniranta et al., 2019). La inflamacion crénica
que persiste debido a los constantes estimulos degenerativos y proinflamatorios se
considera un factor importante en el desarrollo de la DMAE (Lin et al., 2013; Kauppinen
et al.,, 2016). El EPR expresa receptores tipo toll (TLR) para detectar patrones
moleculares asociados al peligro y puede reaccionar a estas sefiales secretando
citoquinas proinflamatorias, que también se supone que contribuyen al desarrollo de
la DMAE (Klettner et al., 2020; Klettner y Roider, 2021).

Si bien el estrés oxidativo y la inflamacién se consideran factores de estrés para todas
las formas de DMAE, la angiogénesis es el principal mecanismo patogénico adicional
en la DMAE exudativa (Figura 4). En la DMAE exudativa, los vasos patologicos crecen
desde debajo de la coroides y hacia la retina (Cohen et al., 2007). Estos vasos son
generalmente inmaduros y con fugas, causando edema, hemorragias (Klettner et al.,
2020) y, en la enfermedad en etapa tardia, una cicatriz fibrética (Green et al., 1999;
Cohen et al., 2007). Estos cambios conducen a un rapido deterioro del tejido, lo que
hace que este subtipo de DMAE sea responsable de la mayoria de la pérdida grave
de la vision en la DMAE. La angiogénesis es un proceso complejo que involucra una
gran cantidad de factores donde el factor mas importante para la angiogénesis es el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Ferrara y Bunting, 1996; Marneros
et al., 2005). EI VEGF se secreta constitutivamente para proteger las células y
mantener la fenestracion del endotelio en la coroides, aunque su expresion se puede

aumentar por una variedad de factores, tales como la hipoxia, el estrés oxidativo o los



estimulos proinflamatorios (Kannan et al., 2006; Klettner y Roider, 2009; Watkins et
al., 2013; Klettner et al., 2013).
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Figura 4. El estrés oxidativo (ROS), la inflamacion (IL-6, IL-18) como inductores de
estimulo para la produccion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
involucrados en la patologia de la DMAE: Fuentes: Klettner et al. (2020); Klettner y
Roider (2021).

La capacidad antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, asi como el retardo del deterioro
microbiano de alimentos frescos altamente perecederos resultan ser importantes
estrategias naturales aprovechadas de los omocromos para conservar la calidad
nutricional y microbioldgica de los alimentos. La presente investigacion se justificd ya
gue se ha considerado que los antibidticos de fenoxazinona son compuestos
intercalantes de acidos nucleicos, razén por la cual son agentes antimicrobianos y
anticancerigenos efectivos, sin embargo, es necesario dilucidar el mecanismo por el
cual los omocromos ejercen su actividad antimicrobiana. Escasos estudios han
documentado en torno a las propiedades quimicas y biolégicas de los omocromos
extraidos de O. vulgaris. Por las caracteristicas anatomo-fisiol6gicas de los pigmentos

omocromos localizados en los ojos de invertebrados con funcién éptica y antioxidante,



resulta un tema novedoso, inexplorado y de impacto social investigar la funcion

retinoprotectora asociada al desarrollo de patologias oculares en humanos.

HIPOTESIS

Los pigmentos omocrémicos presentes en la piel de pulpo (Octopus vulgaris) tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos, a través de un
mecanismo de internalizacién y apoptosis relacionado a la produccién de especies
reactivas de oxigeno. Ademds, son capaces de reducir la respuesta inflamatoria y
oxidante en células retinianas y de macrofagos expuestos a toxinas microbianas y al

estrés oxidativo.

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar un extracto omocrémico de la piel de Octopus vulgaris y evaluar su efecto
antimicrobiano y protector de la retina frente a la oxidacion e inflamacion en un modelo
celular del Epitelio Pigmentario de Retina (ARPE-19) y macrofago (RAW 264.7).
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Objetivos Especificos

Obtener e identificar el compuesto o compuestos quimicos omocrémicos
responsables de la actividad bioldgica proveniente de la piel de pulpo, mediante
técnicas cromatograficas y espectrofotométricas.

Diferenciar la capacidad inhibitoria del extracto omocrémico de la piel de pulpo
sobre las bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y
Gram negativas: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens asi como sobre la levadura: Candida
albicans y los hongos filamentosos Aspergillus parasiticus, Alternaria spp y
Fusarium verticillioides, asi como establecer un posible mecanismo de accién
antimicrobiana del extracto omocromico mediante su potencial accién de
internalizaciéon de la membranay la produccién de especies reactivas el oxigeno
(EROs).

Medir el potencial antioxidante de los extractos de omocromos mediante
técnicas de secuestro del radical DPPH, el poder reductor del hierro férrico
(FRAP), el apagado de la quimioluminiscencia del luminol y la inhibicion de la
reaccion de glicacion (reaccion de Maillard).

Evaluar el efecto téxico y antioxidante de los pigmentos omocrémicos mediante
los estimulos con H202 y frente a erastina (inductor ferroptosis) como proteccion
al estrés oxidativo en el modelo de linea celular ARPE-19, cultivo primario de
retina porcina (EPR) y cultivo celular uveal melanoma (OMM-1).

Cuantificar los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-8) en un cultivo
de células primarias de porcino (EPR) estimuladas con 3 agentes:
lipopolisacéarido (LPS), &cido poliinosinico:policitidilico (Poly I:C) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en presencia 0 no de omocromos.

Cuantificar la secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en
cultivo primario de retina de porcino (EPR) y en linea celular de epitelio

pigmentario humano (ARPE-19) estimuladas con extracto de omocromos.
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DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

La presente tesis doctoral, de acuerdo con los Lineamientos Internos de Operacién del
Posgrado del DIPA y de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud, se presenta
como un compendio de tres trabajos publicados en revistas JRC. Las referencias de

los articulos que constituyen el cuerpo de la tesis se presentan a continuacion:

Articulo 1. Lewis, L. L. M., Rosas-Burgos, E. C., Ezquerra-Brauer, J. M., Burboa-
Zazueta, G., lloki, A. S. B., Castillo, C. T., Pentén, G., Plascencia-Jatomea, M. (2022).
Inhibition of pathogenic bacteria and fungi by natural phenoxazinone from octopus’s
ommochrome pigments. Journal of Microbiology and Biotechnology, 32(8): 989-1002.
https://doi.org/10.4014/ijmb.2206.06043

Articulo 2. Lewis, L. L. M., Dérschmann, P., Seeba, C., Thalenhorst, T., Roider, J.,
lloki, S., Galvez J., Castillo, T., Burgos, E., Plascencia, M., Ezquerra, J., Klettner, A.
(2022). Properties of cephalopod skin ommochromes to inhibit free radical, the Maillard
reaction and retino-protective mechanisms in cellular models concerning oxidative
stress, angiogenesis and inflammation. Antioxidants, 11,1574,
https://doi.org/10.3390/antiox11081574

Articulo 3. Lewis, L. L. M., McCarty, M. F., Di Nicolantonio, J. J., Galvez, R. J. C,,
Rosas-Burgos E. C., Plascencia-Jatomea, M., and lloki, A. S. B. (2022).
Nutraceuticals/Drugs Promoting Mitophagy and Mitochondrial Biogenesis May Combat
the Mitochondrial Dysfunction Driving Progression of Dry Age-Related Macular
Degeneration. Nutrients, 14,1985. DOI: https://doi.org/10.3390/nul14091985

El trabajo investigativo se dividid en diferentes fases (Figura 5) con vistas a dar

respuesta a la hipoétesis y cumplir con los objetivos especificos para desarrollar los
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https://doi.org/10.4014/jmb.2206.06043
https://doi.org/10.3390/antiox11081574
https://doi.org/10.3390/nu14091985

articulos cientificos para sus publicaciones. Las actividades de retinoproteccion de los
omocromos sobre distintos cultivos celulares fueron realizadas en el Departamento de
Oftalmologia de la Universidad de Kiel, Alemania bajo la asesoria de la Dra. Alexa

Klettner donde se realizé una estancia académica.

En la primera fase experimental se trabajo en la obtencion del o los compuestos de
omocromos de la piel del pulpo (O. vulgaris) capturado en la costa de Bahia de Kino
(Sonora, México; 28°49'00"N 111°56'00"W, 15-18°C) en noviembre 2018 y enero 2019.
Para el aislamiento de los granulos cromatéforos y extraccion de los pigmentos de
omocromos se siguid la metodologia reportada por Williams et al., 2016 y Chan et al.,
2019 quien ajustd las condiciones de extraccion que se describiran mas
detalladamente. Por lo que se realizaron dos procesos de extraccion utilizando
(metanol/HCI y metanol/acido acético para aislar omocromos de la piel de pulpos (O.
vulgaris) hasta ese momento aun no estudiado en el departamento y con muy pocos

reportes en la literatura consultada.

Una vez obtenido los extractos donde efectivamente la fuerza idnica del solvente (o el
pH producto del tipo de acido empleado) se pudo contactar el cambio redox que
experimentan estos compuestos bajo el efecto del pH y por agentes oxidantes como
el perdxido de hidrégeno o reductores como acido ascorbico (Ostrovsky et al., 1980;
Bolognese y Liberatore, 1988; Messenger, 2001; Futahashia et al., 2012; Figon y
Casas, 2018; Kumar et al.,, 2018). Es conocido que muy pocos compuestos de
omocromos se han podido caracterizar con exactitud debido a la diversidad y
complejidad estructural de los mismo. Los métodos de identificacion y cuantificacion
para estos compuestos se llevan a cabo por espectrometria de masas, ya que los
métodos cromatograficos son muy limitados por la poca comercializacion de

estandares de omocromos (Daniels y Reed, 2012; Bonnard et al., 2021).

Se realizé una caracterizacion estructural para conocer cudl o cuales son los posibles
compuestos en los extractos. Para ello se procedié a realizar una caracterizacion
quimica estructural mediante un barrido espectral UV-visible, una espectroscopia

infrarroja transformada de Fourier (FTIR) y una espectroscopia de resonancia
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magnética nuclear (*H-RMN). Ademas, se evalué la capacidad antioxidante de los

extractos.

El disefio de la estructura de las actividades realizadas en cada etapa de la

investigacion se muestra en el siguiente diagrama de bloques (Figura 5).

Octopus vulgaris

Extraccion de pigmentos

Proceso | Metanol/HCI 1%

Capacidad de proteccién

omocromos
Proceso Il. Metanol/acido
acético 1%
| | | |
Caracterizacion Evaluacién Actividad
Estructural antioxidante antimicrobiana

Espectrofotometria UV-

visible

Espectroscopia FTIR

Espectroscopia *H-RMN

a la retina

Secuestro del radical
DPPH

Poder reductor del Fe®*
(FRAP)

Apagado de la
— quimioluminiscencia del
luminol

Cepas: Bacterias gram (+) y
gram (-)

Cultivos celulares:

levadura y hongos
filamentosos

ARPE-19, EPR, OMM-1

Estrés oxidativo: H202 y

Inhibicion del crecimiento:
DO, MTT, resarzurina

Inhibicion de la glicacion
(reaccion de Maillard)

Microscopia de
—fluorescencia Kit Live-dead,
kit ROS

ferroptosis (erastina)

Actividad antiinflamatoria
(IL-6 e IL-8) inductores:
LPS, TNF, Poly I:.C

Actividad antiangiogénica
(VEGF)

Figura 5. Actividades realizadas en las diversas etapas para evaluar la actividad
biolégica de omocromos extraidos de Octopus vulgaris
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Cephalopods; in particular octopus (Qctopus valgaris); have the ability to alter their appearance or
body pattern by showing a wide range of camouflage by virtue of their chromatophores, which
contain nanostructurad granules of ommochrome pigments, Recently, the antioxidant and
antimicrobial activities of ommochromes have become of great interest; therefore, in this study, the
pH-dependent redox effect of the extraction solvent on the antioxidant potential and the structural
characterization of the pigments were evaluated, Cell viability was determined by the microdilution
method in broth by turbidity, MTT, resazurin, as well as fluorescence microscopy kit assays, A Live/
Dead Double Staining Kit and an ROS Kit were used to elucidate the possible inhibitory mechanisms
of ommochromes against bacterial and fungal strains, The results obtained revealed that the redox
state alters the color changes of the ommochromes and is dependent on the pH in the extraction
solvent, Natural phenoxazinone {[ommochromes) is moderately toxic to the pathogens
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella Typhimurium and Candida albicans, while the
species Pseudomonas aeruginesa and Pseudomonas fluorescens, and the filamentous fungi
Aspergillus parasiticus, Alternaria spp. and Fusarium verticillioides, were tolerant to these pigments,

UY /visible spectral scanning and Fourier- transform infrared spectroscopy (FTIR) suggest the
prasence of reduced ommatin in methanol/ HC| extract with high intrinsic fluorescence,

Keywords: Ommochromes, santhommatin,d Gctopus vulgeris, antixidant, antimicrobial activity, fluorescence

Introduction

Themarine environtment comprises comples ecosystems, and many organtsms are known to possess bioactive
cotnpounds that fanction to provide selfdefense or protection. Today, in addition to being of econormicinterest,
cephalopods are important biolo gical models wath pertinence to food preservation and health [1, 2]. The octopus
group makes up about a third of the globa cephalopod population, wath around 300 species found in waters
around the world [3, 4],

The octopus has the ability to dynamicaly alterits appearance or body pattern by quickly displaying a wide
range of camouflage and coloration to blend into its environment and escape detection by predators. It does so
manly by virtue of its chromatophores, which are neuromnuscular organs, innervated directly from the brain, that
contain nanostructured granules of ommochrome pigments, Chromophore pigments are a class of polyeyclic
aromatic tryptophan metaholites compri sing phenozazone derivatives sub stituted with the masdrmum charactenstic
of wisible ultraviolet light (UV-wig) at 360 and 480 mn. They are the man products of tryptophan's metabolic
oxzidation pathway and among them are kinurenine, nurenic acid, 3-hydrogyilinurenine, zanthomen atin, and
ommatin D, Three main families are composed of ommatin (low-molecular-weight, thermolabile and 1i ght-
colored), ormmmidin, and ommin (high- molecul ar-weight, therrnosensible, and related to intense colorations. The

hugust 2622 @Val, 32 @ Ho. 8
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RESUMEN:

El anillo de fenoxazinona forma la estructura central de ciertos antibiéticos producidos
a partir de Streptomyces antibioticus y del hongo Pycnoporus cinnabarinus, ademas
este anillo esta presente en los pigmentos omocromos de los ojos de insectos y en la
piel de los cefalopodos. El antibiético cromopéptido actinomicina D se usa
comunmente en el tratamiento de una amplia gama de canceres. Aunque se considera
que la fenoxazinona contribuye a la actividad antibidtica permitiendo que estos
compuestos se intercalen en los acidos nucleicos, se han encontrado muy pocos
reportes de la actividad antimicrobiana de los omocromos. Con base a lo anterior en
este trabajo se evalud la capacidad de inhibicién del crecimiento de microorganismos
patégenos frente a pigmentos omocromos aislados de la piel del pulpo (Octopus

vulgaris).

Los cefalépodos, en particular el pulpo (O. vulgaris), tienen la capacidad de alterar su
apariencia o patrén corporal al mostrar una amplia gama de camuflaje en virtud de sus
cromatéforos, que contienen granulos nanoestructurados de pigmentos omocromos.
Recientemente, las actividades antioxidantes y antimicrobianas de los omocromos han
alcanzado un gran interés; por lo tanto, en este estudio, se evalu6 el efecto
antimicrobiano de estos compuestos sobre patdgenos de interés clinico y alimentario.
La viabilidad celular se determindé mediante el método de microdilucién en caldo por
turbidimetria, MTT, resazurina, asi como ensayos de viabilidad utilizando microscopia
de fluorescencia. Se utilizo el kit de la doble tinciéon de células vivas/muertas y el kit
para evaluar el estrés oxidativo general (ROS reactives oxygen species), con el
propésito de dilucidar los posibles mecanismos inhibitorios de los omocromos frente a
cepas bacterianas y fungicas. Los resultados obtenidos revelaron que el estado redox
altera los cambios de color de los omocromos y depende del pH en el disolvente de
extracciéon. La fenoxazinona natural (omocromos) es moderadamente toxica para los

patdogenos Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium vy
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Candida albicans, mientras que las especies Pseudomonas aeruginosa Yy
Pseudomonas fluorescens, y los hongos filamentosos Aspergillus parasiticus,
Alternaria spp. y Fusarium verticillioides, fueron tolerantes a estos pigmentos. El
escaneo espectral UV/visible y la espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR) sugieren la presencia de omatina reducida en el extracto de metanol/HCI con

alta fluorescencia intrinseca.
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Abstract: Ommochromes are pigments of invertebrates that exhibit oxidative stress protection. The
aim of this study was to investigate ommochromes extracted from cephalopod’s skin for their
ability to inhibit age-related-macular degeneration (AMD)}-related factors such as HyOz-induced
and iron-dependent oxidative stress (ferroptosis and erastin), accumulation of advanced glycation
end-products (AGEs), as well as vascular endothelial growth factor (VEGF), and inflammatory
cytokines (interleukin & and interleukin 8) secretion. As cell systems, we used primary porcine
retinal pigment epithelium (RPE), human retinal pigment epithelium cell line ARFE-19 and uveal
melanoma cell ling OMM-1. In vitro, ommochromes produced an antiglycation effect by the inhibition
of fructosylation reaction. The ommochromes showed protective effects against erastin- induced
cell death in ARPE-19. In addition, in long-term stimulation (7 days) emmochromes decreased
constitutively secreted VEGF, as well as interleukin 6 and interleukin 8 induced by Poly I1C in
primary RPE Mo relevant effects were detected in OMM-1 cells. The effects are dependent on the
cell system, lime of exposition, and concentration. This substance is of interest for further research
concerning age-related macular degeneration.

Keywords: ommochromes; cephalopods; ferroptosis; glycative stress; retinal pigment epithelium;
uveal melanoma; vascular endothelial growth factor; interleukin

L Introduction

Ommochrome pigments are mainly present in the eyes of invertebrates (omma-
tidia and rhabdoms), insects and crustaceans, the cuticle of arthropods, and the skin
of cephalopods, among others. Cephalopods, in particular the octopus (Octopus vulgaris)
and squid (Berrytenthis magister), are considered one of the most sophisticated systems in
nature, they can alter their appearance or body pattern showing a wide range of camou-
flage due to their chromatophores that contain nanostructured granules of ommochrome
pigments. Chromophores pigments are the main products of tryptophan’s metabolic oxi-
dation pathway and among them are kynurenine, kynurenic acid, 3-hydrosxykynurenine,
xanthommatin, and ommatin D [1,2].

Anfioxidents 3022, 11, 1574, https://dod.org/ 10330/ antioc 1 1081574
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RESUMEN:

Los pigmentos omocromos estan localizados en los ojos de invertebrados con funcién
Optica y antioxidante mientras en la piel de cefalépodos son los responsables del
cambio de color (camuflaje) para la proteccidon y supervivencia en su habitat natural.
Dado a su actividad antioxidante en la proteccion a la vision en organismos
invertebrados, resulta un tema novedoso e inexplorado la evaluacion de estos
compuestos en la retina humana. Dentro de las enfermedades oculares las
alteraciones en la retina y la coroideas son las causas principales de ceguera en el
mundo. La degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad
multifactorial donde las principales vias patoldgicas incluyen al estrés oxidativo, la
inflamacion y, en el caso de la forma exudativa de DMAE, a la sefializacion

proangiogénica, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

Los omocromos son pigmentos de invertebrados que exhiben proteccién contra el
estrés oxidativo. El objetivo de este estudio fue investigar los omocromos extraidos de
la piel de cefalépodos por su capacidad para inhibir los factores relacionados con la
degeneracion macular relacionada con la edad, como el estrés oxidativo inducido por
H202 y el dependiente del hierro (ferroptosis, erastin), la acumulacion de productos
finales de la glicacion avanzada (AGE), asi como el VEGF y la secrecion de citoquinas
inflamatorias (interleucina 6 e interleucina 8). Se utilizé epitelio pigmentario retiniano
porcino primario (EPR), linea celular de epitelio pigmentario retiniano humano ARPE-
19 y linea celular de melanoma uveal OMM-1. El estado redox altera los cambios de
color y la actividad antioxidante de los omocromos y depende del pH en el disolvente
de extraccion. In vitro, los omocromos produjeron un efecto de antiglicacion por
inhibicion de la reaccion de fructosilacion. Los omocromos mostraron efectos
protectores contra la muerte celular inducida por erastina en ARPE-19. Ademas, en la
estimulacién a largo plazo (7 dias) los omocromos disminuyeron el VEGF secretado

constitutivamente, asi como la interleucina 6 y la interleucina 8 inducidas por Poly I:.C
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en EPR primario. No se detectaron efectos relevantes en OMM-1. Los efectos
dependen del sistema celular, el tiempo y la concentracion. Esta sustancia es de
interés para futuras investigaciones sobre la degeneracion macular relacionada con la
edad.
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A bstract In patients with age-related macular degeneration (AMD), the crucial retinal pigment
epithelial [RPE] cells are characterized by mitochondria that are structurally and functonally defective.
Moreover, defident expreszion of the mRMA-editing enzyme DHcer iz noted specifically in these
cells, This Dcer deficitup-regulates expression of Alu RINA, which in turn damages mitochondria—
indudng the loss of membrane potential, boosting oxidant generation. and causing mitoch ondrial
OMAto translocate to the cytoplasmicregion. The cytoplasmicmtINA, in conjuncion with induced
oxidative stress, triggers anon-canonical pathway of MLRP3 inflammaseme activation, leading to
the production ofinterleukin-138 that actsin an autocrine mannerto induce apoptotic death of RPE
cells, thereby driving progression of dry AMD. It iz propesed that measures which jeintly up-requlate
mitophagy andmitochon drial bicgenesis (MB), by replacing damaged mitochondria with "healthy*
new ones, may leszen the adverse impact of Alu RNA on EPE cells, enabling the prevention or control
of drv AMD, An analyziz of the molecular biclogy un derlying mitophagy/MB and inflarmmaszome
artivation suggests that nutraceuticals or drugs that can actwvate Sirtl, AMPE MefZ, and PPAR: may
be uzeful in thiz regard These include ferulic acd, melatonin urelithin A and glucosamine [5irt1)],
metformin and berberine (AMPE), lipoic add and broccoli sprout extract (Mef2), and fibrate drugs
and astaxanthin [FFARa). Hence, nutraceutical regimens providing physiologically meaningful doses of
several or all of the: ferulic acid, melatonin, glucosamine, berberine, lipoic acid, and astaxanthin,
may have potential for control of dry AMD.

Keywords nutraceuticals; age-related maoular degeneration; mitochondrial biogenesis; Sirtl; AMPK;
Mrf?; ferulic adid; melatonin; berberine; astazanthin

1. The Complex Molecular Biology U nderlying the Pathogenesis of D ry AMD

Fetinal pigment epithelium, which separates the neural retina from the underlying
blood vessel-rich choroid, performs a number oftasks required for healthful ocular fune-
tions: phagocytizing and degrading the distal ends of photoreceptors while regenerating
11-cis retinal; regulating the flux of molecules from the choreid to the retina; and pro-
ducing trophic factors which sustain the survival of retinal neurons while preventing
aver-proliferation of choroid blood wessels, The progressive loss of RPE cells cvertimein
aging humans is responsible for the most common cause of irreversible visual impairment,
so-called dry age-related macular degeneration [(AMD)—also known as geographic atrophy.

Recent evidence points tothe formation of NLEP3-dependent inflammasomes in
retinal pigment epithelium (RFE) as a key factor driving RPE ¢¢ll death in dry AMD. In
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RESUMEN:

En pacientes con degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE), las células
epiteliales pigmentarias cruciales de la retina (EPR) se caracterizan por mitocondrias
gue son estructural y funcionalmente defectuosas. Ademas, la expresion deficiente de
la enzima editora de ARNm Dicer se observa especificamente en estas células. Este
déficit de Dicer regula al alza la expresién de ARN de Alu, lo que a su vez dafia las
mitocondrias, induciendo la pérdida de potencial de membrana, aumentando la
generacion de oxidantes y haciendo que el ADN mitocondrial se transloque a la region
citoplasmatica. EI ADNmt citoplasmatico, junto con el estrés oxidativo inducido,
desencadena una via no canonica de activacion del inflamasoma NLRP3, lo que lleva
a la produccion de interleucina-18 que actla de manera autocrina para inducir la
muerte apoptoética de las células EPR, impulsando asi la progresion de la DMAE seca.
Se propone que a medida que regulan conjuntamente la mitofagia y la biogénesis
mitocondrial (MB), reemplazando las mitocondrias dafiadas por otras nuevas "sanas”,
puede disminuirse el impacto adverso del ARN Alu en las células EPR, lo que permite
la prevencién o el control de la DMAE seca. Un analisis de la biologia molecular
subyacente a la mitofagia/MB y la activacién del inflamasoma sugiere que los
nutracéuticos o medicamentos que pueden activar Sirt1, AMPK, Nrf2 y PPARa pueden
ser Utiles en este sentido. Estos incluyen acido ferulico, melatonina urolitina A y
glucosamina (Sirtl), metformina y berberina (AMPK), acido lipoico y extracto de brote
de brécoli (Nrf2), asi como medicamentos de fibrato y astaxantina (PPARa). Por lo
tanto, los regimenes nutracéuticos que proporcionan dosis fisiol6gicamente
significativas de varios o todos los siguientes: acido ferulico, melatonina, glucosamina,
berberina, acido lipoico y astaxantina, pueden tener potencial para el control de la
DMAE seca.
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CONCLUSIONES

La extraccion metanol acidificado permitié la obtencion de pigmentos rojos en
estado reducido (oxo-pirido[3,2-a]hidroxifenoxazina) usando MeOH/HCI en
contraste con omocromos amarillos oxidado (oxo-pirido[3,2-a]fenoxazinona) en
MeOH/acido acético. Evidenciando que el estado redox altera los cambios de
color de los omocromos y depende del pH en el disolvente de extraccion.

Los modos vibratorios de los espectros FTIR y 'H-NMR sugieren la presencia
de compuestos similares a la xantomatina unido a otros compuestos
omocromicos lo que demanda de técnicas de caracterizacion por
espectrometria de masas para dilucidar las estructuras exactas en la mezcla de
pigmentos.

El maximo potencial antioxidante (DPPH y FRAP) se obtuvo en omocromos
reducidos aislados con metanol/HCI. Ademas, se encontré que los omocromos
tienen actividad antioxidante mediante el secuestro de la quimioluminiscencia
del luminol comparable con el Trolox (1 g/L de omocromo exhibié igual efecto
inhibitorio que 0.26 mM de Trolox).

Los pigmentos de omocromos provocaron un efecto toxico moderado al inhibir
el crecimiento de patdgenos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium and Candida albicans, sin embargo, las especies
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens, asi como los hongos
filamentosos: Aspergillus parasiticus, Alternaria spp. Y Fusarium verticillioides,
mostraron resistencia frente a estos compuestos. Los mecanismos de muerte
celular mediante los ensayos de doble tincidén vivas/muertas y la generacion de
ROS por microscopia de fluorescencia pueden tener interferencia dado a la
fluorescencia intrinseca de los omocromos.

En los modelos celulares de retina humano y porcino asociado a la DMAE los
omocromos presentaron efecto protector antioxidante contra la muerte celular

inducida por ferroptosis en el cultivo de ARPE-19, pero no se detectd proteccién
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al efecto citotoxico por H202. Sin embargo, in vitro, estos compuestos inhibieron
la reaccion de fructosilacién con efecto antiglicativo relacionado a su capacidad
antioxidante. En contraste, en células de melanoma de Uvea (OMM-1) aumentd

la muerte celular después del estrés oxidativo en presencia del pigmento.

Es la primera vez que se reporta actividad antiinflamatoria y anti-angiogénica
por los omocromos de Octopus vulgaris. En este sentido estos pigmentos
disminuyeron la secrecion de citoquinas inflamatorias IL-6 e IL-8 inducidas con
el agente Poly I:C en un cultivo primario de EPR. Ademas, para este mismo
cultivo celular los omocromos disminuyeron la secrecion del factor angiogénico
VEGF bajo un estimulo a largo plazo (7d). Por lo que resulta interesante
dilucidar sus posibles mecanismos de accion para lograr estos efectos
inhibitorios.

RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Dado a los interesantes hallazgos de las actividades retinoprotectoras de los
pigmentos de omocromos es de alta prioridad identificar por técnicas
estructurales robustas (HPLC/MS o espectrometria de masas MS) cual(es) son
los principales metabolitos presentes en la mezcla de pigmentos. Para ello hay

la posibilidad de una colaboracion con la Universidad de Boston, USA.

Profundizar en los posibles mecanismos moleculares relacionados con los
diferentes tipos de receptores toll (TLR 3 y TLR 4) para esclarecer la ruta de
inhibicion de los compuestos omocromos frente a distintas sefiales de

activacion por diferentes agentes inflamatorios (LPS, TNF y poly I:C).

Es necesario realizar mas investigaciones para descifrar la interaccion de los

omocromos con las células de EPR en relacion con su efecto antiangiogénico
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dado que, por el tiempo de respuesta de estos compuestos, la inhibiciéon no es

estérica como los antagonistas tradicionales de VEGF.

Dado que el estrés oxidativo, la inflamacion y la angiogénesis son factores
patogénicos muy importantes en la DMAE, estos hallazgos sugieren a los
omocromos con un potencial interesante para futuras investigaciones y posibles
desarrollos de nuevas terapias. Se necesita mas investigacion para comprender
la naturaleza quimica de los omocromos, asi como de la interaccion entre los

omocromos Y las células EPR.
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