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Objetivo. Evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de los polisacaridos (PCs) del tegumento de
Patallus mollis mediante la prueba de la estabilidad de la membrana celular del glébulo rojo y la
desnaturalizacion de la albumina. Materiales y métodos. Los especimenes fueron recolectados en
la bahia de Pucusana, se identificaron y los PCs se extrajeron mediante digestion enzimatica con
bromelina (PBr), papaina (PPa) y pepsina (PPe). Se cuantifico el contenido de azucares, sulfatos y
proteinas totales mediante métodos colorimétricos. Para la prueba de estabilidad de la membrana, se
prepard una solucién de glébulos rojos [10 % v/v], la cual se mezclé con PBS, NaCl [0,36%], y PCs [2000
—62.5 ug/mL]. Para la prueba de la desnaturalizacion de la albumina, la mezcla consistid en suero de
albimina bovina [0,5%] con PCs [2000 — 62.5 pg/mL]. Como controles se utilizd diclofenaco sddico y
agua destilada. El analisis de resultados fue en base a la absorbancia medida en un espectrofotémetro
de placas a 420 y 660 nm, segun las pruebas respectivamente. Resultados: Los PCs presentaron
niveles elevados de azucares y proteinas totales, asi como presencia de sulfatos totales. Ademas los
PCs exhibieron una capacidad estabilizadora de la membrana, siendo la méxima presentada por PBr a
una concentracion de 62.5 pg/mL. Solo el PPa presenté inhibicion de la desnaturalizacion de albimina
inducida por calor a una dosis de 2000 pg/mL. Conclusion: Nuestros resultados sugieren que los PCs
tiene actividades antiinflamatorias y son candidatos potenciales para la formulacién de un ingrediente
alimentario funcional y / o farmaco para tratar enfermedades inflamatorias.

Palabras clave: Pepinos de Mar; Anti-inflamatorios; Polisacaridos; Tecnicas in vitro (Fuente: DeCS).

In vitro anti-inflammatory effect of Patallus mollis
sulphated polysaccharides extracted by enzymatic
digestion

Abstract

Objetivo. To evaluate in vitro anti-inflammatory effect of Patallus mollis tegument polysaccharides (PCs)
by human red blood cell (HRBC) membrane stability test and albumin denaturation test. Materials and
Methods: The specimens were recollected in Pucusana bay. After that, they were identified and the PCs
were extracted by enzymatic digestion with bromelin (PBr), papain (PPa) and pepsin (PPe). The amount
of sugars, sulphates and total proteins were quantified by colorimetric methods. To membrane stability
test, a solution of HRBC (10% v/v) were prepared and mixed with PBS, NaCl (0.36%), and PCs (2000-
62.5 pg/mL). To albumin denaturation test, bovine albumin serum (0.5%) and PCs (2000-62.5 ug/mL)
were mixed. Sodic diclofenac and distillated water were used as controls. The results were expressed
in absorbances, which were measured by a plate spectrophotometer at 420-620 nm. Results: The
PCs showed high levels of sugars, total proteins and sulphates. In addition, PCs exhibited some type of
membrane stabilizing capacity, which was maxim in the case of PBr with a concentration of 62.5 pg/mL.
Only PPa with a concentration of 2000 pg/mL showed some inhibition activity of heat-induced albumin
denaturation. Conclusion: Our results suggest that the PCs have anti-inflammatory effects and they are
potential candidates to formulate functional feeds and/or anti-inflammatory drugs.

Palabras clave: Sea cucumbers; Anti-inflammatory Agents; Polysaccharides; In vitro techniques
(Source: MeSH)
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Introduccion

La inflamacién es una compleja respuesta integrada de los
vertebrados, disefiada para eliminar cualquier estimulo
nocivo introducido al huésped desde el entorno interno y
externo Y. Una respuesta inflamatoria normal se caracteriza
por la infiltraciéon de leucocitos y la liberacion de otros
mediadores inflamatorios activados en el sitio de lesién/
infeccion y, eventualmente, se resolvera o regulara con la
liberacion de mediadores antiinflamatorios (2. Esta accion es
necesaria para restringir la inflamacion en curso y detener
su desarrollo en la inflamacién crénica ®; un ejemplo de
ello es la evidencia reciente que sugiere el papel importante
que cumplen los mediadores y los efectores celulares de
inflamacién en el entorno local de los tumores .

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) reducen el dolor
y la inflamaciéon al bloquear el metabolismo del acido
araquidénico mediante la enzima ciclooxigenasa (COX-1
y/o COX-2) vy, por lo tanto, reducen la produccion de
prostaglandina . Sin embargo, su uso esta restringido en
dosis o intervalos, y se recomiendan precauciones especiales
debido a su toxicidad gastrointestinal y hepatica ©. Por
lo tanto, existe la necesidad de desarrollar otros agentes
antiinflamatorios que tengan el potencial de autolimitar o
resolver los eventos inflamatorios, sin pasar a una inflamacion
crénica y con la menor probabilidad de ocurrencia de efectos
adversos.

Los pepinos de mar son invertebrados marinos benténicos
y ricos en nutrientes ), que se han utilizado durante siglos
en las comunidades de Asia y Medio Oriente como fuente
de alimentos y en la medicina tradicional como antiinflamatorios
y antineoplasicos ®°. Estudios previos han informado que los
polisacaridos (PCs) de estos equinodermos tienen efectos
antitumorales, antiinflamatorios, inmunoestimuladores
y antioxidantes %%, Sin embargo, no se han encontrado
investigaciones cientificas que aborden el estudio de la
actividad bioldgica de los polisacaridos de Patallus mollis,
el cual es el equinodermo mas representativo del mar
peruano 23 E| presente estudio se centra en evaluar la
actividad antiinflamatoria in vitro de los polisacaridos del
tegumento de P. mollis mediante la prueba de la estabilidad
de la membrana celular del glébulo rojo y la desnaturalizacién
de la albdmina.

Materiales y métodos

Aislamiento de los polisacaridos de Patallus mollis

Los especimenes de P. mollis fueron recolectados en la
zona intermareal de la bahia de Pucusana, (12°25'00”S -
76°47°00”0 Lima-Pert), se trasladaron a las instalaciones
del Instituto Tecnoldgico de la Produccion (ITP) y fueron
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identificados taxondmicamente en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los
tegumentos de P mollis fueron separados, secados a 60 °Cy
se homogenizaron con un triturador para obtener un polvo
fino, para posteriormente ser desengrasados con metanol.
El tegumento desengrasado (15 g) se homogenizd con buffer
acetato pH 6 en una relacién de 1:20 (p/v) y se homogenizd
con5mM de EDTA, 5 mM cisteina y 1% de papaina, bromelina
0 pepsina, e incubd por 24 h en una estufa a la temperatura
Optima de cada enzima. Se centrifugaron a 2500 rpm e
incubd a 90 °C para inactivar las enzimas. Se centrifugé a 2500
rpm, a la fase acuosa se le afiadié etanol [99 %] en una
raxsxelacidn 1:3 (v/v) y almacend 18 h a 4 °C. Se centrifugd
a 5000 rpm a 4 °C, se lavo con etanol frio [99 %] y se
volvid a centrifugar. Se lavé con acetona en una relacion
de 1:5 (p/v), se centrifugd a 5000 rpm a 4 °Cy se dejé evaporar
a medioambiente, obteniéndose un PC crudo tratado con
papaina (PPa), pepsina (PPe) y bromelina (PBr).

Analisis de la composicion bioquimica
Contenido de carbohidratos y sulfatos totales

El contenido total de carbohidratos se estimd colorimétricamente
por el método de fenol-4cido sulfirico seglin Dubois et al. *
con algunas modificaciones, usando fucosa como estandar. El
contenido de sulfato se determind de acuerdo con el método de
gelatina-bario segun Saito et al. * con algunas modificaciones,
utilizando sulfato de potasio como el estandar.

Contenido de proteinas totales

El contenido de proteinas se midié con el método de folin-
fenol segliin Lowry et al. ™ con algunas modificaciones,
utilizando albumina de suero bovino como estandar.

Estabilizacion de la membrana celular del glébulo rojo

Se recolectaron muestras de sangre fresca de voluntarios
sanos, investigadores del ITP, quienes no habian consumido
medicamentos antinflamatorios o drogas anticonceptivas,
por lo menos, por dos semanas, y contaban con un certificado
médico para corroborar su estado de salud. El estudio conté
con la aprobacidn institucional del ITP y fue exonerado
para su presentacién en el comité de ética debido a que los
voluntarios sanos fueron los propios investigadores del ITP.

Las muestras de sangre se recogieron en solucion Alsever
estéril, la cual se prepard con dextrosa [2,0 %], citrato de
sodio [0,8 %], acido citrico [0,05%] y cloruro de sodio
[0,42%)]. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por
10 min a 4 °C, se les elimind el sobrenadante y se lavaron
con solucidn salina fresca [0,85 % w/v de NaCl]. Se prepard
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una solucién de glébulos rojos [10 % v/v] y se almacend en
refrigeracion.

La mezcla de ensayo consistié en 250 uL de PBS [pH 7,4,
0,15 M], 500 pL solucién salina hipotdnica [0,36 % NacCl],
125 pL suspension de HRBC [10 % v/v] con 125 pL de PCs a
diversas concentraciones [4000 - 50 pg/mL], o diclofenaco
sodico como estdndar o H,0 para producir 100% de
hemodlisis, los cuales se incubaron a 37 °C durante 30 miny
se centrifugaron a 3000 rpm. El contenido de hemoglobina
en la suspension se estimé midiendo su absorbancia en un
espectrofotometro de placas (PowerWave HT, BioTek) a
420 nm. El porcentaje de proteccion se calculé mediante la
siguiente ecuacion.

DO extracto

% Proteccion= [1-(m

)]x100

Inhibicion de la desnaturalizacion de la albumina

La mezcla de ensayo consisti6 en 450 uL de suero de
albumina bovina [0,5 % en H,0] y 50 pL de PCs a diversas
concentraciones [4000 - 50 pg/mL], diclofenaco sddico
y H,0 en lugar de extractos como control. Como control
de color se usé agua destilada en lugar de albdmina. Las
muestras fueron incubadas a 37 °C por 30 miny 56 °C por 3
min, dejandose enfriar a temperatura ambiente. Se estimé
su absorbancia en un espectrofotdmetro de placas a 660
nm y el porcentaje de inhibicion de desnaturalizacién de la
albumina se calculé mediante la siguiente ecuacion.

DO extracto

DO extracto )Ix100

% Inhibicidn de las desnaturalizaciéon= [1-(

Analisis estadisticos

Los valores se expresan como media + EEM. El analisis
estadistico se realizd mediante regresion lineal simple, para
establecer la relacion entre la concentracion y el porcentaje
de proteccidon en cada uno de los grupos de estudio. Un
valor de p<0,05 se considero significativo.

Resultados

Enelusodelostrestiposde extraccion de PCs se encontré altos
contenidos de azucares totales y proteinas. Especialmente,
PBr mostré el mayor contenido de sulfatos, mientras que PPa
mostré el mayor contenido de azucares totales. A partir de
estos resultados, indicamos que los PCs aislados pueden ser
polisacéridos sulfatados debido a sus contenidos de azucares
y sulfatos (Tabla 1).

Los PCs a diferentes concentraciones mostraron alguin porcentaje
de estabilizacion hacia las membranas de HRBC. El porcentaje de
proteccién de PPa a una concentracién de 62,5 pg/mL fue mayor
que el de las otras concentraciones (Tabla 2).

Se observo que el diclofenaco tuvo un efecto protector
directamente proporcional a la dosis (r>=0,909; p<0,001),

Tabla 1. Composicion bioquimica de los polisacéridos de tegumento de Patallus mollis extraidos con diferentes

tratamientos enzimaticos

Muestras Azucares totales (g/100 g) Sulfatos totales (g/100 g) Proteinas totales (g/100 g)
Papaina 69,64 t 8,04 7,20+ 0,67 39,95+1,31
Bromelina 54,58 + 10,85 8,89 0,19 47,36 + 5,89
Pepsina 40,83 +5,92 4,55 +0,40 38,80 + 3,46

Valores medios y error estandar de la media de triplicados.

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de los polisacaridos de tegumento de Patallus mollis extraidos con diferentes
tratamientos enzimaticos mediante la prueba de proteccion de la membrana de los glébulos rojos

Conc. % Proteccion

(ng/mL) Papaina Bromelina Pepsina Diclofenaco
2000 0+0 0+0 8,08 £ 0,387 17,95+0,84
1000 0+0 5,60 + 0,61 11,56 +1,13 12,53 +0,92
500 3,06 £0,23 9,73 £0,07 10,80+ 0,07 7,73+0,61
250 8,178 £ 0,92 5,73+0,38 10,04 + 0,32 4,01+0,15
125 11,73+ 1,54 4,20+ 1,04 9,86+ 0,30 3,20+1,54
62.5 17,87 + 1,08 2,49+1,18 8,88+0,23 1,20+0,53

Valores medios y error estandar de la media de triplicados.
a Hemdlisis mayor que el control
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a diferencia de los PPa que mostraron un efecto protector
inversamente proporcional (r’=0,561; p<0,001). Por otro
lado, no se encontrd relacion entre la dosis y el porcentaje
de proteccion en PPe (r>=0,010; p=0,294) o en PBr (r>=0,140;
p=0,070) (Grafico 1).

Los PCs a diferentes concentraciones no mostraron una
eficacia significativa en la inhibicién de la desnaturalizacion
de albdmina inducida por calor, a excepcion del PPa que
mostré un porcentaje de inhibicién a una concentracién de

[ e =
o N B

Porcentaje de proteccion

o N B~ O

2000 1000

Garcia Candela JLE et al.

2000 pg/mL, siendo el tnico de todos los PCs que presentd
algun efecto positivo (Gréfico 2).

Discusion

La estabilizacion de la membrana lisosdémica es importante
para limitar la respuesta inflamatoria al inhibir la liberacion
de constituyentes lisosomales de neutrdfilos activados . La
lesion de la membrana lisosdmica, generalmente, desencadena

- ) )
e
2
500 250 125 62,5

Concentracion (pug/mL)

H Papaina Bromelina

Pepsina ® Diclofenaco

Valores medios y error estandar de la media de triplicados.

Grafico 1. Respuesta a la concentracién de los polisacaridos de tegumento de Patallus mollis
extraidos con diferentes tratamientos enzimaticos y el control en la prueba de estabilidad de la

membrana del glébulo rojo.

la liberacion de fosfolipasa A, que media la hidrdlisis de los
fosfolipidos para producir mediadores inflamatorios; por ende,
la estabilizacion de las membranas de estas células inhibe la lisis
y la posterior liberacion de los contenidos citoplasmicos que, a
su vez, limita el dafio tisular y la exacerbacién de la respuesta
inflamatoria . La membrana de los eritrocitos es analoga a la
membrana lisosémica ¥, y su estabilizacion ante la presencia
de PCs de P mollis puede sugerir la posibilidad de extrapolar
este efecto en la membrana lisosémica *9.

Los PCs de P. mollis, posiblemente, pueden inhibir la
liberacidn de contenido lisosomal de neutrdfilos en el sitio
de la inflamacién, pero este efecto ha sido poco estudiado
en polisacéridos de origen marino, siendo algunos de ellos
los realizados por Veena et al. (20) y Das Chagas et al. ),
donde el polisacérido sulfatado de las algas marinas Fucus
vesiculosus e Hypnea musciformis, respectivamente, fue
capaz de mantener la integridad de los globulos rojos
sometidos a lisis por peroxido de hidrégeno, bloqueando
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el acceso de oxidantes en la membrana celular. Es
sabido que algunos componentes como las saponinas o
terpenos extraidos de diferentes especies de pepino de
mar presentan propiedades hemoliticas ??, pero no hay
informacion referente al efecto hemolitico de polisacaridos
sulfatados de origen marino que pueda explicar el por qué
desde concentraciones de 125 - 2000 ug/mL el porcentaje
de proteccion de los PCs se vio reducido, pero posiblemente
este efecto sea similar al presentado por PCs de origen
vegetal o fungico @24,

Asimismo, no se ha encontrado bibliografia que brinde
experiencias previas en la que se hayan encontrado
relaciones inversas entre la concentracién de PCs sulfurados
y el efecto estabilizador de membrana. Jiao et al. ®, en una
revision sobre los efectos bioldgicos de los polisacaridos
sulfurados, mencionan que la actividad antiinflamatoria v,
especificamente, el efecto estabilizador de membrana, estan
directamente relacionados con la unién a las fracciones
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Grafico 2. Respuesta a la concentracién de los polisacaridos de tegumento de Patallus mollis
extraidos con diferentes tratamientos enzimaticos y el control en la prueba de inhibicién de

desnaturalizacién de la albdmina.

Clq y C4b del sistema del complemento. Por ello, futuros
estudios deberian determinar, el estado de salud desde el
sistema del complemento de los voluntarios sanos, si estos
voluntarios han estado consumiendo sustancias que si bien
no son prohibidas, puedan interactuar con la concentracion
de este sistema, o si realmente este efecto antiinflamatorio
es producto de la concentracion de PCs.

No se encontraron diferencias significativas en la inhibicion
de la desnaturalizacion y los tipos de extraccién de PCs. Una
explicacion es que estos PCs se desnaturalizan junto con la
albuimina por efecto del calor y dando una absorbancia igual
al control @), Esto estd muy relacionado al estudio realizado
por Zhao et al. ?”’ en donde las interacciones electrostéticas
entre los aminoacidos con carga opuesta de la albumina y
las macromoléculas de polisacaridos anidnicos, permitieron
mantener la estructura secundaria y su propiedad
conformacional de la albumina expuesta a denaturizacion
por calor.

Estudios realizados en polisacaridos sulfatados de otras
especies de pepino de mar han demostrado la existencia
de una capacidad antinflamatoria, como el desarrollado
en Styela plicata, en donde un analogo de la heparina
extraido de esta especie mostré una menor infiltracién
de macrdfagos y células T, y una reduccion profunda del
TNF-a y otras vias de sefializacién al aplicarse en modelos
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