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GLOSARIO

Actividad bioldgica o bioactividad: Efecto benéfico o adverso de una sustancia
sobre un organismo vivo.

Antibiotico: Sustancia quimica producida por un ser vivo 0 derivada
sintéticamente que mata o inhibe el crecimiento de ciertas clases de
microorganismos sensibles.

Antibacteriano: Compuesto que inhibe el crecimiento de bacterias.

Bioactivos: Sustancias que tiene algun efecto sobre un organismo vivo, tejido o
célula.

Cepa: En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que poseen la
misma composicion genética.

Citotoxico: Que es toxico para las células.

Cromatografia: Conjunto de técnicas preparativas basadas en la separacion de
los componentes de una mezcla y su posterior deteccion.

Enzima: Proteina capaz de catalizar una reaccion quimica.

Extracto: Producto obtenido a partir de un organismo o parte de él, el cual es
extraido con un disolvente, ya sea organico o a base de agua.

Farmaco: Sustancia quimica purificada que se utiliza para el tratamiento, la cura,
la prevencién o el diagnéstico de alguna enfermedad o también para inhibir la
aparicion de un proceso fisiolégico no deseado.

Farmacologia: Ciencia que estudia el origen, las acciones y las propiedades que
las sustancias quimicas ejercen sobre los organismos Vivos.

Gram positiva: Célula procaridtica cuya pared celular estd compuesta
basicamente por peptidoglicano y que carece de membrana externa.

Gram negativa: Célula procaridtica cuya pared celular contiene relativamente
poco peptidoglicano y presenta una membrana externa compuesta por
lipopolisacérido, lipoproteina y otras macromoléculas complejas.

Halo: Zona alrededor de un disco o area impregnada con la sustancia activa en la

gue no se produce crecimiento bacteriano.
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Hemolitica: Actividad biologica que consiste en la ruptura de la membrana del
eritrocito.

Inhibidor: Sustancia quimica que evita que un proceso se detenga o se lleve a
cabo.

Metabolito: Compuesto quimico producido por un organismo.

Metabolito secundario: Compuesto organico sintetizado por el organismo que no
tiene un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo, pero que pueden
brindar ventaja competitiva.

Producto natural: Sea cualquier producto o sustancia producida u obtenida a

partir de un organismo o parte de €l, normalmente de naturaleza organica.
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AcOEt
AINEs
CC
CCF
Cel
DMF
DMSO
DO
EDTA
EtOH
GSH
Hex
H20,
HTAB
MeOH
MPO
MTT
nm
PBS
PDA
pH
PNP-G
rpm
TBARS
TBA
TMB
TCA
TPA
TSA

ABREVIATURAS

Acetato de etilo

Antiinflamatorios no esteroidales

Columna cromatogréfica

Cromatografia en capa fina

Células

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Densidad optica

Acido etilendiaminotetraacético

Etanol

Glutation reducido

Hexano

Peréxido de hidrégeno

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Metanol

Mieloperoxidasa

Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico
Nanometros

Buffer de fosfatos

Agar papa dextrosa (siglas en inglés)
Potencial de hidrogeno

4-Nitrofenil a-D-glucopiranosido
Revoluciones por minuto

Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (siglas en inglés)
Reactivo cromégeno de acido tiobarbiturico
3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina

Acido tricloro acético

13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol

Agar soya tripcasa (siglas en inglés)
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RESUMEN

Los invertebrados marinos presentan un gran potencial como fuente de
moléculas activas con aplicaciones terapéuticas en el campo de investigaciones
biomédicas. En las costas de Baja California Sur, existe una alta biodiversidad de
estos organismos y son pocos los estudios realizados que aborden la busqueda
de extractos y moléculas activas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad antibacteriana, hemolitica, antiinflamatoria y citotoxica de una coleccién
de invertebrados de Punta Arena de La Ventana, B. C. S., México, con la finalidad
de identificar aquellos organismos con potencial bioactivo. Se recolectaron 13
organismos mediante buceo SCUBA, pertenecientes a los grupos Echinodermata
y Cnidaria. Los extractos del cuerpo y/o visceras de los organismos se realizaron
con una mezcla de acetona/metanol, dando lugar a un total de 22 extractos
crudos, que posteriormente fueron separados en dos fases, etérea y butandlica.
Los extractos crudos fueron sometidos a ensayos de actividad antibacteriana
frente a las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa mediante el método de difusidbn en agar. Los resultados de esté
bioensayo indicaron que Unicamente el extracto de Eucidaris thouarsii presenté
actividad frente a Staphylococcus aureus con halos de inhibicién de 12 mm. Frente
a las otras cepas ningun extracto presento actividad. En la prueba de hemdlisis,
los extractos butandlicos del cuerpo de Mithrodia bradleyi, Acantaster planci y
Holoturia pluricuriosa fueron los que presentaron el mayor halo de lisis a las 24
horas. En cuanto a la actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema en
oreja de raton inducido con TPA, fueron los extractos crudos de Leptogorgia rigida
y Mithrodia bradleyi, probados a una dosis de 1mg oreja’, los que mostraron un
porcentaje de inhibicion del edema mayor al 50%, en comparacion con la
indometacina (control positivo) que presento una inhibicion del 80%. Con base en
la actividad y estudios quimicos previos, se seleccionaron a Leptogorgia rigida,
Mithrodia bradleyi y Eucidaris thouarsii para continuar con su estudio. Las
fracciones de M. bradleyi y E. thouarsii obtenidas mediante cromatografia en
columna mostraron una inhibicion del contenido de MPO de entre el 51 y 65%. En
cuanto a la inhibicién de la lipoperoxidacion de lipidos, se presentd actividad a
concentraciones de 25, 250 y 2500 ug mL™ y fue la fraccién 3 de E. thouarsii la
que presenté la mejor actividad a 100 pg mL™ con un 94.68% de inhibicién de la
lipoperoxidacién. Las fracciones de Mithrodia bradleyi y Eucidaris thouarsii
presentaron una citotoxicidad muy alta frente a todas las lineas celulares
cancerigenas. Resulta interesante continuar con el estudio quimico de estos tres
organismos para elucidar a las moléculas responsables de la bioactividad.

Palabras clave: Invertebrados marinos, antibacteriana, hemalisis, antiinflamatoria,
citotoxica
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ABSTRACT

The marine invertebrates have a great potential as a source of active molecules
with therapeutic applications in the field of biomedical research. In Baja California
Sur coasts, there is a high biodiversity of these organisms but studies that search
for active extracts and molecules are few. The objective of this study was to
evaluate hemolytic, antibacterial, anti-inflammatory and cytotoxic activity of a
collection of invertebrates of Punta Arena de la Ventana, B. C. S., Mexico, with the
purpose to identify organisms with bioactive potential. Thirteen organisms which
belong to the Echinodermata and Cnidaria groups were collected by scuba diving.
The body or viscera extracts was obtained with a mixture of acetone/methanol and
separated into ethereal and buthanolic extracts. Crude extracts were tested against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains by
agar diffusion method to determine their antibacterial activity. The antibacterial
results showed that only the extract of Eucidaris thouarsii was active against
Staphylococcus aureus with inhibition halo of 12 mm, while against other strains
none of the extracts were active. In the test for hemolysis activity, the buthanolic
extracts of the body of Mithrodia bradleyi, Acantaster planci and Holoturia
pluricuriosa were found active and the biggest lysis halo was observed after 24
hours. As for the anti-inflammatory activity test using TPA induced mouse ear
edema model, the crude extracts of Leptogorgia rigida and Mithrodia bradleyi
tested at dose of 1 mg ear™, showed a percentage of inhibition of swelling greater
than 50%, compared with indomethacin (positive control) which presented a 80%
of inhibition. Based on detected activity and previous chemical studies, Leptogorgia
rigida, Mithrodia bradleyi and Eucidaris thouarsii were selected to follow with the
chemical study. Fractions of M. bradleyi and E. thouarsii obtained by column
chromatography showed an inhibition of the MPO content of between 51 and 65%.
In case of the inhibition of lipid lipoperoxidation, activity was detected at
concentrations of 25, 250 and 2500 pg mL™ and the fraction 3 of E. thouarsii had
the best activity with 94.7 percentage of lipoperoxidation inhibition. Fractions of
Mithrodia bradleyi and Eucidaris thouarsii presented very high cytotoxicity against
cancer cell lines. These results showed that is important to continue with the
chemical study of these organism in order to elucidate the molecules responsible
for such bioactivity.

Key words: Marine invertebrates, antibacterial activity, hemolysis,
antiinflammatory activity, cytotoxic activity.
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1. INTRODUCCION.

A partir de la decada de los 70’s, los organismos marinos se han convertido
en una importante fuente de nuevos productos naturales, debido a las novedosas
estructuras que presentan, muchas de las cuales no habian sido registradas
previamente de fuentes terrestres, asi como tambien a las interesantes actividades
biologicas que exhiben (Faulkner, 2000; Blunt et al., 2006) y al hecho de estudiar
un ambiente poco explorado en donde los océanos abarcan mas del 70% de la

Tierra.

La gran cantidad de compuestos bioactivos presentes en los organismos
marinos muestra la amplia variabilidad quimica que reside dentro de la diversidad
biologica de estas especies. Estos organismos viven en un medio muy competitivo
donde se dan intensas interacciones ecologicas, por lo que han desarrollado
sofisticadas herramientas bioquimicas y fisiolégicas, como un mecanismo de
defensa quimico ante depredadores u organismos patogenos (McClintock et al.,
1993; Bull et al., 2000; Faulkner, 2000; Butler, 2004; Blunt, 2006).

Un grupo de interés son los invertebrados marinos, los cuales presentan un
gran potencial como fuente de moléculas bioactivas con aplicaciones terapéuticas
en los campos de investigacion del cancer, en el control del crecimiento
bacteriano, antifingicas, antiviral, antiinflamatoria y en el contexto de aplicaciones

técnicas como sustancias antiincrustantes (Rajeev & Xu, 2004; Petzelt, 2005).

En la region del Golfo de California, son pocos los estudios sobre actividad
bioldgica que se han realizado con invertebrados sin contar a las esponjas (Keer-
Garcia, 1988; Encarnacion et al., 1989, 2006; Juarez-Espinoza, 2010). En
especifico para el area de Punta Arena de La Ventana, una zona que alberga una
gran diversidad de organismos, se puede mencionar que presenta una alta riqgueza
de especies de equinodermos, ademas de corales blandos y esponjas. De estas,
solamente se ha explorado la actividad biolégica de la esponja Aplysina

gerardogreeni (Montes-Plascencia et al., 2010; Valencia-Agami, 2010).
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Debido a la escasa informacion que se tiene de las propiedades bioactivas
de las especies marinas mas abundantes en nuestro pais y la importancia que han
adquirido los productos naturales de origen marino, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana, hemolitica, antiinflamatoria y
citotoxica de los invertebrados mas conspicuos de Punta Arena de La Ventana, B.

C. S., con lafinalidad de establecer su potencial farmacoldgico o industrial.

2. ANTECEDENTES.

Diversas investigaciones sobre productos naturales han demostrado que los
organismos marinos son una fuente interesante de nuevos compuestos con
diversas actividades biolégicas que han dado lugar a que algunos de estos
compuestos actualmente se encuentren comercialmente disponibles o en

desarrollo farmacologico (Pedpradab, 2010) (Tabla 1).

Tabla 1. Productos de origen marino comercialmente disponibles y en desarrollo

farmacoldgico (Pedpradab, 2010; www.marinepharmacology.midwestern.edu/).

Nombre Marca Estado . Tipo de
Comercial Comercial | Clinico Organismo enfermedad
tratada
Citarabina (Ara-C) | Cytosar-U® Esponja Céancer
Vidarabina (Ara-A) Vira-A® Esponja Antiviral
Ziconotido Prialte | Aprobado Caracol cono Dolor
E7389 Halaven® F%O; Esponja Céncer
ET-743 Yondelis® Tunicado Céncer
SGN-35 Adcetris® Molusco/cianobacteria Céncer
Plitidepsina Aplidin® Fase (il Tunicado Céncer
Tetrodotoxina Tectin® Pez Globo Dolor
GTS-21 No disponible Poliqueto Esquizofrenia
PM00104 Zalypsis® Fase Il Molusco Céancer
PM1183 No disponible Tunicado Céncer
CDX-011 No disponible Molusco/cianobacteria Céancer
Salinosporamido A | No disponible Bacteria Céncer
PM060184 No disponible Fase | Esponja Céancer
Briostatina No disponible Briozoario Céncer
SGN-75 No disponible Molusco/cianobacteria Céancer
ASG-5ME No disponible Molusco/cianobacteria Céncer
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Los invertebrados marinos sobre todo aquellos con poca o nula movilidad,
(corales blandos, esponjas, tunicados, equinodermos) estan sujetos a una intensa
competencia y depredacion, ademas de que habitan un medio hostil, con cambios
de salinidad, pH y temperatura, en donde medran incontables depredadores, virus
y bacterias (Bayer, 1961). Por lo que han tenido que desarrollar mecanismos
guimicos de defensa; estas adaptaciones les han permitido sintetizar diversos
metabolitos secundarios, cuya actividad ha demostrado ser mucho mas potente
gue la de sus contrapartes terrestres (De Lara, 1992; Simmons et al., 2005).

El primer reporte sobre metabolitos secundarios aislados de invertebrados
marinos aparece en el “Journal of Organic Chemistry” en 1942, en donde Kina y
Bergman reportan varios metabolitos de tipo terpénico aislados de un coral
caribefio. En 1958 los esposos Burkholder reportan en la revista “Science”
antibioticos aislados de gorgonios recolectados en Puerto Rico (Burkholder &
Burkholder, 1958). A partir de entonces se han realizado numerosos estudios
quimicos con invertebrados marinos, dando lugar al aislamiento de diversos
metabolitos con actividades bioldgicas, que van desde antibacteriana, citotoxica,
antimicotica,  antihistaminica,  antihipertensiva, antiviral,  antiparasitaria,
antioxidante, antiinflamatoria e inmunosupresora, entre otras (Mayer & Hamann,
2002; Takamatsu et al., 2003 Munro & Blunt, 2007;). Algunos de estos
compuestos se encuentran actualmente en fases clinicas avanzadas. Tal es el
caso de la methopterosina, un compuesto aislado del coral Pseudopterogorgia
elisabethae (Mayer et al., 1998) el cual presenta actividad antiinflamatoria y se
encuentra en fase clinica | (Haefner, 2003). Otro compuesto de interés aislado
también de un coral suave, que di6 lugar al compuesto OAS1000 (una
methopterosina sintética), un antiinflamatorio que se encuentra en fase clinica |l
(Haefner, 2003).

Los equinodermos (que incluye los grupos de estrellas, pepinos, erizos y
ofiuros), presentan un gran potencial como fuente de moléculas bioactivas con

aplicaciones terapéuticas en los campos de investigacion del cancer, en el control

19



del crecimiento bacteriano y en el contexto de aplicaciones técnicas como
sustancias antiincrustantes (Rajeev & Xu, 2004; Petzelt, 2005). Los primeros
estudios quimicos con equinodermos iniciaron a mediados de los afios 50°s con el
aislamiento de naftoquinonas (Millot, 1956), y a partir de entonces se han aislado y
caracterizado compuestos de tipo ceramidas, esteroles sulfatados (Levina et al.,
2002a, 2002b), péptidos, triterpenos glicosilados (saponinas) (Hedge et al., 2002;
Wang et al., 2002).

Aun cuando han sido menos estudiados en comparacion con otros grupos,
los equinodermos son candidatos muy promisorios para el desarrollo de
compuestos con actividad antibacteriana y anticancerigena (Petzelt, 2005). En
especifico para pepinos de mar se han identificado actividades anticoagulantes
(Nagase et al., 1995; Chen et al., 2011), antihipertension, antiinflamatorias (Colin,
1998, 2004) y antitrombdticas (Mourao et al., 1998; Pacheco et al., 2000). A partir
de extractos organicos, también se ha identificado potencial de bioactividad, asi
especies de las holoturias Ludwigothuria mexicana, L. grisea, Istchopus
badionotus, Trachytyonidium occidentale y Fossothuria cubana, presentaron
actividad hemolitica y antibacteriana, atribuida a la posible presencia de saponinas
(Farifias & Lifiero, 1997, 2001). En otro estudio con las especies Holothuria atra y
H. scabra, los extractos presentaron actividad antibacteriana frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas (Ridzwan et al., 1995). Uma y Parvathavarthini
en 2010 realizar6n pruebas antibacterianas con el extracto de hexano del pepino
de mar Temnopleurus alexandri frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas, el cual mostré actividad antibacteriana. Los andlisis de cromatografia de
masas Yy espectrofotometria de masas revelaron la presencia de alcanos:
pentadecano, heptadecano, eicosano, heneicosano, docosano como los

compuestos mayoritarios del extracto.

Dentro del grupo de los corales blandos, también se ha observado que
producen una gran diversidad de metabolitos secundarios como terpenos,

diterpenos, sesquiterpenos y esteroides (Rinehart Jr. et al., 1981; Pawlik et al.,
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1987; Van Alstyne et al., 1994; Higuchi et al., 1998), alguno de los cuales han
presentado actividad antineoplasica, ictiotdxica, citotoxica ( Fenical et al., 1981;
Yamada et al., 1997; Higuchi et al., 1998; Garrido et al., 2000), antimicrobiana,
antiinflamatoria (Faulkner, 1993, 1999) y antitumoral contra el cancer de colon y

melanoma humano (Blunt et al., 2011).

Los octocorales son uno de los invertebrados mas abundantes en los
ambientes marinos tropicales y subtropicales (Bayer, 1961), y ademas producen
una variedad de metabolitos con diversas estructuras quimicas sin precedentes y
con actividades biologicas significativas, tales como actividad antibacteriana,
anticancerigena, antiinflamatoria, antitumoral, etc. Entre los compuestos que
presentan estos organismos se encuentran los alcaloides, sesquiterpenos,
diterpenos, &cidos grasos y en algunos casos, esteroides, altamente

funcionalizados (Rodriguez, 1995).

Para la region de Baja California y el Golfo de California, los primeros
estudios quimicos con organismos marinos se llevaron a cabo a mitad de la década
de los 70’s. Investigadores a bordo del R/V “Alpha Helix” evaluaron de manera
preliminar in situ la actividad antibacteriana, antiviral y citotoxica de 83
equinodermos y 72 cnidarios. Los resultados mostraron que 60% de los
equinodermos y 30% de los cnidarios presentaron actividad antibacteriana
(Rinehart Jr. et al., 1981).

Posteriormente, Keer-Garcia (1988) trabajé con varias especies de
cnidarios y equinodermos recolectados en la parte sur del Golfo de California,
realizé pruebas de actividad antimicrobiana con los extractos etandlicos obtenidos
de las especies recolectadas, frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
asi como frente al hongo levaduriforme Candida albicans. Realizé la deteccion de
saponinas por medio de cromatografia en capa fina y con sus resultados propuso
continuar los estudios con cinco especies de equinodermos: Neothyone gibbosa,

Pharia pyramidata, Linckia sp., Oreaster occidentalis y Astronetis sertulifera.
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Un estudio realizado con el pepino de mar Neothyone gibbosa, di6 lugar al
aislamiento del compuesto Neothiosida A, un glucésido de naturaleza triterpénica,
con actividad frente a Candida albicans (Encarnacion et al., 1989, 2006). Por otra
parte, a partir del gorgonido Leptogorgia laxa recolectado en el Golfo de California,
se aislaron dos nuevos diterpenos, las leptodienonas A y B, ademas de los
compuestos conocidos lopholida, lophodiol B, lophodiona y lophotoxina. Los
compuestos nuevos presentaron actividad citotoxica frente a tres lineas de células

tumorales humanas (Ortega et al., 2008).

Juarez—Espinoza (2010) realiz6 un estudio con Diadema mexicanum un
erizo recolectado en la playa Calerita, B. C. S., a partir del cual obtuvo dos
extractos etanolicos, uno a partir de visceras y el otro calcareo. Los cuales fueron
sometidos a pruebas de actividad antibacteriana y hemolitica. Los resultados
indicaron que el extracto visceral fue mas activo frente a las cepas empleadas.
Con estos resultados, se sugiere que D. mexicanum es una fuente potencial de

compuestos organicos con potencial en el area biomédica.

En México, los trabajos publicados en el area de productos naturales de
invertebrados marinos son escasos 0 no existen. Tal es el caso del erizo Eucidaris
thouarsii, en donde los trabajos reportados estan dirigidos a estudios ecolégicos y
presencia y ausencia de estos organismos en arrecifes coralinos (Solis-Marin et
al., 2005; Solis—Marin et al., 2014). Un problema similar presenta el gorgonido
Leptogorgia rigida, que aunque se han reportado trabajos con el género
(Boonananwong et al., 2008; Ortega et al., 2008), no exiten conocimientos acerca
de su potencial farmacologico. Con base en estos antecedentes se llevo a cabo la
seleccién de los grupos de equinodermos y gorgénidos, como parte principal para

la realizacion del presente estudio.
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3. JUSTIFICACION.

Los invertebrados marinos constituyen un grupo de organismos a partir de
los cuales se han aislado una gran cantidad de compuestos de diversos tipos
estructurales y que presentan interesantes actividades biolégicas que podrian ser
utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y naviera. Es asi como en las
ultimas decadas, las grandes compafias farmaceuticas han considerado los
productos naturales, principalmente los marinos, como una alternativa para la

busqueda de nuevos medicamentos.

En las costas de Baja California Sur, existe una alta diversidad de
invertebrados y son pocos los estudios que se han realizado desde un punto de
vista quimico enfocados en la busqueda de productos naturales marinos, por lo
que resulta importante ampliar el conocimiento sobre sustancias bioactivas de

origen marino.

Dentro del Golfo de California, el arrecife rocoso de Punta Arena de La
Ventana, B. C. S., presenta una zona de alta diversidad biologica y compleja
estructura poblacional. Por lo que se estimd conveniente evaluar la actividad
antibacteriana, hemdlitica, antiinflamatoria y antiepibiética de extractos organicos
de equinodermos y cnidarios para identificar aquellos organismos con potencial

para el aislamiento de sustancias bioactivas.

4. HIPOTESIS.

Los invertebrados marinos se han destacado por presentar interesantes
actividades biolégicas con aplicacion farmacoldgica, por lo que los equinodermos y
gorgonidos del area de Punta Arena de La Ventana son una fuente de nuevas
sustancias prometedoras y la gama de actividades dependera del grupo

estudiado. Siendo Asteroidea y Echinoidea los que presenten la mejor actividad.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General.

Evaluar el potencial farmacologico de equinodermos y gorgonidos de Punta Arena

de La Ventana, B.C.S., México.

5.2.  Objetivos Particulares.
» Obtener una coleccidon de extractos de los equinodermos y gorgonidos de
Punta Arena de la Ventana, B.C.S.
» Evaluar la actividad antibacteriana, hemolitica, antiinflamatoria y citotéxica
de los diferentes extractos obtenidos.
» Seleccionar los extractos con mayor potencial bioactivo y fraccionarlos.

» Evaluar la actividad bioldgica de fracciones semipurificadas.

6. MATERIAL Y METODOS.

6.1. Recolecta de ejemplares.

Los organismos (equinodermos y gorgonidos mas evidentes de la zona)
fueron recolectados mediante buceo SCUBA en la zona de Punta Arena de La
Ventana, B. C. S., en febrero de 2012 (Figura 1). Los organismos fueron
transportados en hielo hasta el laboratorio de Microbiologia del CICIMAR donde se
evisceraron y pesaron, esto con la finalidad de obtener la parte calcarea o cuerpo
de los organismos, y la parte de las visceras que incluye todo su sistema digestivo

y reproductivo, posteriormente se almacenaron a -20° C hasta su estudio.

Un ejemplar de cada especie fue utilizado para su identificacion
taxonOmica, la cual fue realizada mediante claves taxonémicas (Brusca, 1980;
Hickman, 1998; Solis-Marin, 2005) con la ayuda de la Dra. Maria Dinorah Herrero
Perezrull (IPN-CICIMAR).
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Figura 1. Zona de recolecta de los organismos en Punta Arena de la Ventana,
B.C.S., México.

6.2. Obtencidn de extractos organicos.

Se registré el peso de los organismos y posteriormente se realizé una
extraccion del cuerpo y/6 visceras con una mezcla de acetona/metanol 1:1 a
temperatura ambiente. La disolucion se filtré y el disolvente se evaporé a presion
reducida dando lugar al extracto crudo. Posteriormente se realiz6 una separacion
liquido-liquido. Para lo cual, al extracto crudo se le agregaron 50 mL de éter y 50
mL de agua, utilizando un embudo de separacion. Las fases fueron separadas, la
etérea fue concentrada a presion reducida dando lugar al extracto de éter y la fase

acuosa fue reextraida nuevamente con n-butanol para obtener el extracto
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butandlico. Se realiz6 un analisis preliminar de los extractos mediante

cromatografia en capa fina (CCF).

6.3. Bioensayos.

Los bioensayos llevados a cabo en este trabajo fueron divididos en
secciones. En la primera parte se llevaron a cabo los ensayos preliminares con los
extractos crudos y las fracciones etandlica y butandlica de los organismos y fueron
las siguientes:

e Actividad antibacteriana.

e Prueba de hemdlisis.

e Modelos de inflamacion in vivo: Actividad antiinflamatoria mediante
edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) en

oreja de raton.

En la segunda parte se llevaron a cabo todas las pruebas de la primera
parte ademas de otras nuevas, pero solo sobre las fracciones de los organismos
seleccionados que presentaron los mejores resultados de las actividades
biolégicas previamente realizadas, asi como un andlisis bibliografico de estudios
previos. Las pruebas para esta parte fueron:

e Actividad antibacteriana.
e Prueba de hemodlisis.
¢ Modelos de inflamacion in vivo e in vitro
o Actividad antiinflamatoria mediante edema inducido por TPA (13-
acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) en oreja de ratdn (in vivo).
o Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPQO) por el método de
TMB (3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina) (in vitro).
e Actividad Antioxidante
o0 Inhibicién de la a-glucosidasa.
o Inhibicidon de la lipoperoxidacion inducida con FeSQO,, cuantificada

por la técnica TBARS.
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o Citotoxicidad.
o Ensayo de reduccién del MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5-difeniltetrazélico). Viabilidad celular.
o Evaluacibn de la proliferacion celular por el bioensayo de

sulforodamina B.

6.3.1. Ensayos de actividad antibacteriana.

Los ensayos se llevaron a cabo mediante el método de difusion en agar
descrito por Brock & Madigan (1993) frente a las cepas: Staphylococcus aureus
(ATCC BAA-42), Escherichia coli (ATCC BAA-196), Pseudomona aeruginosa,
Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), V. harveyi (ATCC14126) y V. proteolyticus
(ATCC15338).

Para la preparacion de los sensidiscos, se realizd una dilucion de los
extractos a una concentraciéon de 66 mg mL™. En los sensidiscos de papel filtro
whatman #1 con un didmetro de 7 mm se colocaron 15 pL de esta dilucion para
obtener una concentracién final de 1 mg disco™. La impregnacién de los discos
con los extractos se llevo a cabo en una campana de flujo laminar desinfectada
con una solucion de cloruro de benzalconio, sobre papel aluminio esterilizado en
autoclave. Los discos se dejaron secar completamente y posteriormente fueron
guardados en cajas de Petri de vidrio a -20° C. Los controles negativos se
prepararon con los disolventes puros que se utilizaron y los controles positivos con

25 L de ampicilina a una concentracion de 15 ug uL?,

Las cepas se mantuvieron en medio inclinado agar soya tripticasa (TSA) (en
el caso de las cepas de Vibrio se utiliz6 Agar Marino) y en refrigeracion a 4° C, con
resiembras cada tres meses. Al inicio de la serie de los bioensayos, se preparo un
pre-inéculo de cada cepa en placas de medio sélido de TSA o agar marino,
dependiendo de la cepa, los cuales fueron incubados por 24 h a 35° C.

Posteriormente se prepard una suspension celular con las cepas patdégenas y se
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ajusté a una densidad oOptica de 1 a una A de 580 nm, lo que corresponde
aproximadamente a 1 x 10° cel mL™. Se tomaron 0.1 mL de esta suspensién y se
procedié a realizar una siembra masiva con un hisopo estéril en placas con agar
Miuller-Hinton (cepas patdgenas) o Agar Marino (Vibrios). Para preparar estos
medios se utilizaron tubos de ensaye a los cuales se les agregaron 12 mL del
medio de cultivo, los cuales posteriormente fueron esterilizados a 15 libras durante
15 min. En ambiente estéril el medio fue vaciado en cajas de petri de 10 cm de
diametro, para tener una capa de agar de un mismo espesor, esto permitio
estandarizar la susceptibilidad del bioensayo, ya que se sabe que este es uno de

los factores que pueden modificar la difusién de las sustancias sobre el agar.

Los sensidiscos fueron colocados en las placas inoculadas con la cepa
patdgena, asi como sus controles positivo y negativo. De todas las pruebas se
realizaron tres réplicas. Las cajas de Petri con los sensidiscos se colocaron en el
refrigerador durante 2 h, con el fin de retardar el crecimiento microbiano mientras
las sustancias antibidticas se difunden sobre el agar. Posteriormente, las cajas de
Petri fueron incubadas a una temperatura de 35° C durante 24 h. El efecto sobre
las bacterias fue registrado como negativo cuando no se observé inhibicion del
crecimiento y para los casos positivos, se tomé en cuenta el didmetro del halo de

inhibicion, el cual fue medido con ayuda de una regla graduada (mm).

6.3.2. Prueba de hemodlisis.

La prueba de actividad hemolitica se realizd6 en medios de cultivo TSA con
5% de sangre de carnero. Se prepararon sensidiscos con cada uno de los
extractos organicos a una concentracién de 1 mg mL™. Los sensidiscos fueron
colocados en las placas de agar sangre y posteriormente fueron incubadas a 35°
C y se realizaron mediciones de los halos a las 6, 12, 24 y 48 h. Se utiliz6 como
control negativo sensidiscos con el disolvente utilizado. Todas las pruebas se

hicieron por triplicado.
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6.3.3. Actividad antiinflamatoria mediante edema inducido por TPA (13-

acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) en oreja de raton (in vivo).

Se empled el ensayo de edema en la oreja del raton utilizando como agente

promotor al acetato de tetradecanoilforbol (TPA, Sigma) (De Young et al., 1989).

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 de entre siete y diez
semanas con un peso de 25 a 30 g (n = 3 ratones por extracto), suministrados por
la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL)

de la Universidad Autonoma de México (UAM).

Se manipularon de acuerdo con las condiciones establecidas en la NOM-
062-Z00-1999. Se colocaron en cajas de polipropileno traslicidas de paredes
continuas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura controlada de
22 + 1 °C y humedad 50-60 %, con acceso ad libitum de agua y dieta estandar de
laboratorio. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (0.20 uL
mg™). Después de dos minutos estos recibieron 10 pL de TPA en una solucién de
acetona (2.5 ug de TPA mL™* acetona), en ambos lados de la oreja derecha. Los
extractos (1 mg mL™) y el farmaco de referencia (indometacina) fueron diluidos en
los disolventes adecuados y se administraron después de la aplicacion de TPA. La
oreja izquierda se utilizé como control y Unicamente se le administré los vehiculos
en donde se disolvieron los extractos aplicados en la oreja derecha. Cuatro horas
después de la administracién de TPA los animales fueron sacrificados en camara
de CO; y se obtuvieron discos de 7 mm de diametro de cada una de las orejas con

ayuda de un sacabocados.

La inflamacién se evalué como la diferencia de pesos (en mg) entre la
biopsia de la oreja derecha, respecto a la biopsia de la oreja izquierda de cada

animal. Los porcentajes de inhibicion del edema se calculé mediante la ecuacion:

% de inhibicién= (A peso grupo control — A peso tratamiento * 100
(A peso grupo control)
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Se consider6 como actividad antinflamatoria moderada la inhibicion del

edema del 35 al 65 % y como buen efecto antinflamatorio un valor mayor al 65 %.

6.4. Seleccién de organismos para continuar con su estudio quimico.

Con base en los resultados de las actividades biol6gicas previamente
realizadas y el andlisis bibliografico de estudios previos con cada organismo se
seleccionaron tres organismos para continuar con las pruebas de bioactividad. Se
realizd6 nuevamente una recolecta en mayo de 2013 en la zona de estudio para
obtener mayor biomasa, se realizaron nuevamente los extractos obteniendo una

mayor cantidad para su posterior fraccionamiento.

6.5. Fraccionamiento de extractos organicos.

Para la obtencion de las diferentes fracciones se realiz6 una cromatografia
en columna (CC) a presion atmosférica, utilizando gel de silice Merck (60-200 um),
compactada con el mismo disolvente a utilizar como primer eluyente de la
columna. Las muestras se introdujeron disueltas en ese mismo disolvente. Para la
elucion de las columnas se utilizaron mezclas de disolventes en orden de
polaridad creciente. Cada fraccion fue seguida mediante cromatografia en capa

fina y evaporada a presion reducida mediante un rotavapor.

6.6. Pruebas de actividad biologica de fracciones orgénicas.

6.6.1. Ensayo de actividad antibacteriana.

Las cepas bacterianas utilizadas en esta prueba fueron: Staphylococcus
aureus (ATCC BAA-42), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC BAA-196), Salmonella entérica (ATCC 14028) y Candida albicans
(ATCC 10231). Para los bioensayos las cepas se sembraron en agar TSA y PDA

para C. albicans, se incubaron por 24 h a 35° C. El procedimiento de este ensayo
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se llevd a cabo con los extractos/fracciones descrito anteriormente en el apartado
6.3.1.

6.6.2. Prueba de hemodlisis.

Esta prueba se llevé a cabo como el descrito en el apartado 6.3.2.

6.6.3. Modelos de inflamacién in vivo e in vitro.

6.6.3.1. Edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-

forbol) en oreja de ratdn (in vivo).

El ensayo se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Young et al.

(1989) y siguiendo la descripcion del apartado 6.3.3.

Al final del ensayo las biopsias fueron guardadas a -70° C, para su posterior

evaluacion de los extractos/fracciones sobre la enzima mieloperoxidasa (MPO).

6.6.3.2. Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) por el método
de TMB (3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina) (in vitro).

La actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO), contenida en los
lisosomas de neutrofilos, es un indicador de la presencia de estos leucocitos en
los exudados inflamatorios, por lo que su determinacion a partir de las secciones
de oreja obtenidas en el ensayo de TPA, indica el grado de infiltracion de

neutroéfilos que ha tenido lugar durante el desarrollo del ensayo.
La evaluacion de la actividad de los extractos y fracciones sobre la enzima

MPO se llevo a cabo siguiendo los métodos descritos por Bradley et al. (1982) y
Suzuki et al. (1983).
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Las biopsias fueron trituradas con la ayuda de un homogeneizador metélico
durante 30 s en 1 mL de HTAB 0.5% (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), se
colocaron en hielo seco para mantener frias las muestras. Posteriormente se
congelaron y descongelaron 3 veces, esto para ayudar a seguir rompiendo el
tejido. Al término de este paso se centrifugaron durante 5 min a 12 000 rpm a 4° C.
Se tomaron por cuadruplicado 10 yL del sobrenadante y se colocaron en pozos de
una placa de 96 pozos. Como blanco se utilizaron 10 uL de HTAB 0.5%. Se le
adicionaron 180 pL de buffer de fosfatos (PBS) sin HTAB, la placa se calento a
37° C y se mantuvo a esta temperatura el resto del ensayo. Se agregaron 20 uL
de H,0O, al 0.017%. Una vez hecho esto se dio inicio a la reaccion adicionando 20
uL de 3, 3, 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) 18.4 mM el cual fue disuelto en
dimetilformamida (DMF) al 50% en agua, se incubo durante 5 min a 37° C con
agitacion suave. Una vez transcurrido este tiempo se detuvo la reaccidn
agregando 20 pL de H,0, 2M. La actividad enzimatica se determind
colorimétricamente empleando un lector de placas, midiendo la obsorbancia a 450

nm.

% Inhibicion de MPO = ((AbSTpA - AbSmuestra) / AbSTpA) *100

6.6.4. Actividad Antioxidante.

6.6.4.1. Inhibicion de la a-glucosidasa.

El ensayo para medir la inhibicién de la actividad a-glucosidasa tipo | de los

extractos/fracciones fue adaptado de Yuan et al. (2012).

Se tomaron por cuadruplicado 25 pL de las muestras (previamente disueltas
en dimetilsulfoxido (DMSQ)) y se colocaron en pozos de una placa de 96 pozos.
Se colocaron 150 pyL de Buffer de fosfato de potasio (67 mM, pH 6.8, 1 L) y se
incub6 a 37° C manteniéndose a esta temperatura el resto del ensayo. Se

adicionaron 25 pL de glutation reducido (GSH) 3 mM en buffer de fosfatos
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(0.922mg mL™), posteriormente se adicionaron 25 pL de a-glucosidasa Tipo | y se
agitdé durante 10 min para mezclar bien. Se colocaron 25 pyL de 4-Nitrofeni a-D-
glucopiranésido (PNP-G), 23.2 mM (6.989 mg mL™) y se incubd en agitacién
durante 15 min a 37° C. Se adicionaron 50 pL de Na,COg3 y se agito nuevamente
sin tapa durante 5 min. Se leyé a 405 nm. Se utilizd6 una solucién de quercitina
como inhibidor positivo. El porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica fue

calculada por:

% de inhibicidén = [(Abs control —Abs muestra)/ Abs control]*100

6.6.4.2. Inhibicion de la lipoperoxidacién inducida con FeSOQs,,

cuantificada por la técnica TBARS.

Se utilizé una técnica modificada de TBARS (especies reactivas del acido
tiobarbiturico, siglas tomadas del inglés “tiobarbituric reactive species”) a partir de
lo descrito por De las Heras et al. (1998) y Liu et al. (2000). Para este ensayo se
utilizaron cerebros de ratas machos Winstar (200-250 g) proporcionadas por el
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM).

Diseccion y homogenizado del cerebro.

Los animales se sacrificaron en camara de CO,. Se les extrajo el cerebro
completo y se colocd en solucion salina 0.9% fria. Los cerebros se lavaron con
agua destilada para quitar el resto de sangre, fueron pesados y se les adicionaron
10 mL de buffer de fosfatos (9.5 mM, pH= 7.4) por cada gramo de cerebro (10 mL
g). Posteriormente fueron homogenizados por 60 s y se centrifugd por 10 min a

3000 rpm y se recupero el sobrenadante.
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Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry y ajuste a la concentracion

deseada.

Se tomaron por duplicado 5 pL de sobrenadante y fueron colocados en
pozos de una placa de 96 pozos. Se agregaron 20 pL de H,O destilada. Se
adicionaron 150 uL de la siguiente mezcla: 0.98 mL de Na,CO3 2% en NaOH 0.1N,
0.01 mL de tartrato de Na/K 2% y 0.01 mL de CuSO4 1%, se agité muy bien y se
incubo durante 10 min a temperatura ambiente. Se adicionaron 25 uL de reactivo
de Folin disuelto en agua (1:1), se mezclé bien y se incub6é por 30 min a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a

540 nm y el calculo se realiz6 con la siguiente ecuacion:

Proteina (ug mL™) = ((Asaonm — 0.05012) / 0.0028) * 40

Posteriormente se ajusté el contenido de proteina a 2.666 mg mL™ con PBS (9.5
mM, pH=7.4).

Induccion del estrés oxidativo con FeSO,410 pM.

Se colocaron por triplicado 375 pL de sobrenadante (2.666 mg-proteina
mL™) en tubos de 1.5 mL y se les agregaron 50 pL de EDTA 20 pM disuelto en
PBS (concentracion final 2 puM), los tubos se mantuvieron en bafio de hielo y se
adicionaron 25 pL de los extractos/fracciones (20 veces mas concentrada) y se
incubaron durante 30 min a 37° C con agitacion. Se agregaron 50 pL de FeSO,
100 uM fresco (concentracion final 10 uM) y se incubaron durante 1 h a 37° C con
agitacion. Se adicionaron 500 pL de reactivo TBA y se incubaron durante 10 min
en bafio de hielo. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 12000 rpm a
temperatura ambiente. En esta técnica, los botones eran tan compactos que es

dificil que se resuspendan. Posteriormente se incubaron durante 30 min en bafo
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de agua a 70-80° C. Se procuro tapar y asegurar bien los tubos ya que en este
paso se genera presion. Se dejaron enfriar los tubos a temperatura ambiente y se
destaparon para liberar la presién. Se tomaron por triplicado 200 pL de cada tubo
y se colocaron en un pozo de una placa de 96 pozos. Se midio la absorbancia a
540 nm e interpolaron los valores en la curva estandar para obtener la

concentracion de TBARS en solucion.

Asonr +0.00877

TBARS (uM) = 0.07558

6.6.5. Citotoxicidad.

Las lineas celulares utilizadas en el laboratorio de pruebas biolégicas del
Instituto de Quimica son: U251= glia del sistema nervioso central, PC-3 = cancer
de prostata, K562 = leucemia, HCT-15 = cancer de colon, MCF-7 = cancer de
mama, SKLU = cancer de pulmon., J774 = macréfagos murinos (células normales)
y pertenecen al panel del Instituto Nacional de Cancer (INC) de Estados Unidos,
las cuales fueron adaptadas al medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con suero
fetal bovino (10%), una mezcla de antibiéticos-antimicéticos al 10% y 2 mM de

glutamina.

6.6.5.1. Ensayo de viabilidad celular determinada por la reduccion
del MTT.

Los efectos de los extractos/fracciones en la viabilidad celular, se
determinaron mediante el método colorimétrico de MTT ante la linea celular J774
(Mossman, 1983).

Para este método se preparé una disolucion de MTT (Bromuro de 3(4,5
dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico) en buffer de fosfatos a una concentracion

final de 5 mg mL™. Enseguida, las disoluciones se adicionaron a las placas con
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células tratadas (10 pL pozo™) posteriormente, la placa se incubé durante 4 h a
37° C, en atmosfera de CO, al 5 %. Lo cual lleva a la formacion de cristales de
formazan en las mitocindrias de las células viables. Estos cristales generados se
disolvieron agregando con DMSO (100 pL) en cada pozo. La placa se mantuvo en
agitacion durante 10 min, y posteriormente se midieron las absorbancias a 515 y
690 nm de referencia. Los porcentajes de citotoxicidad se calcularon considerando
las absorbancias de cada grupo de ensayo con respecto a las del grupo control.

6.6.5.2. Evaluacion de la proliferacion celular por el bioensayo de

sulforodamina B.

Las lineas celulares de carcinoma del sistema nervioso central (U251),
carcinoma de préstata humano (PC-3), carcinoma de colon (HCT-15), carcinoma
de mama (MCF-7) y carcinoma de pulmoén (SKLU-1) se adhieren a las botellas de
cultivo y para cosecharlas se adicion6 1 mL de 0.05% de tripsina-EDTA.
Enseguida que las células se desprenden del sustrato plastico, se les adicionaron
de 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en
suspension se depositaron en tubos coénicos y se centrifugaron por 3 min, ya
formado el paquete celular se les agregé medio de cultivo para resuspenderlas.
De la suspension se tomaron 0.05 mL del inéculo y se resuspendio en 0.45 ml de
azul de tripano, colorante que permite contar a las células vivas. Determinando el
ndmero de células mL™, se hicieron los ajustes necesarios para depositar el
in6culo en un volumen de 100 pL pozo™ a la densidad ya antes mencionada. Cada
placa se inoculé con dos lineas celulares por triplicado y se preincubo por 24 h a
37° C con una atmosfera de 5 % de CO, y 100 % de humedad relativa, para
favorecer la estabilidad de éstas antes de adicionar las sustancias a probar. Para
un cernimiento primario (screening) de un compuesto puro se prueba la
concentracion mas alta permitida 50 pM. Todas los extractos/fracciones fueron
solubilizadas en dimetilsulfoxido (DMSO) 100 veces mas concentradas que la
concentracion a probar. Inmediatamente después de la preparacion de los

extractos/fracciones en solucién se agregaron 100 pL, siendo el volumen final del
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pozo de 200 pL. Nuevamente la microplaca se incubd por 48 h bajo las

condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacion de los extractos/fracciones con las
células, éstas se precipitaron (o fijaron) in situ afiadiendo 50 pL de una solucién de
TCA frio al 50% o al 80% para células adheridas y en suspension,
respectivamente, y se incubaron a 4° C por 60 min. Se deseché el sobrenadante y
las placas fueron lavadas 5 veces con agua desionizada y secadas al ambiente. El
tefido de las células fijadas al sustrato del pozo, se realiz6 con 100 yL de una
solucién al 0.4% de SRB y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente. La
SRB no unida se removié con 3 lavados con &cido acético al 1% y se dejaron
secar a temperatura ambiente. A las placas tefiidas se les agrego 100 pL de un
buffer de tris y se agitaron por 10 min para favorecer la disolucion del complejo;
posteriormente se midié la densidad 6ptica en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 515 nm. Los datos se procesaron obteniendo el promedio de
la densidad optica de los 3 pozos/linea tratados con los extractos/fracciones (DOV),
los 3 pozos tratados con DMSO (DOc) y 2 pozos de testigos, es decir aquellos que
no tiene células pero si compuesto (DODb). El % de inhibicion del crecimiento (%IC)

se calcul6 con la siguiente expresion (Monks et al., 1991):

%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100

6.6.6. Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media de los valores £+ SEM (error
estandar de las medias, SD). La desviacion tipica y el error tipo de cada una de las
medias obtenidas, asi como la significacion estadistica de las diferencias, se
determind usando el ensayo de varianza ANOVA seguida de la prueba de
Dunnett, para comparaciones multiples. Los valores de P < 0.05 (*) se consideran

significativos y los valores de P < 0.01 (**) se consideran altamente significativos.
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7. RESULTADOS.

7.1. Recolecta de organismos y obtencion de extractos.

Se recolectaron 12 individuos de los cuales, 10 pertenecen al grupo de los
equinodermos (5 estrellas, 4 erizos y 1 pepino de mar) y 2 especies de
gorgonidos. El listado sistemético de los invertebrados recolectados en la localidad
de Punta Arena, B.C.S. se presenta en el anexo |. Se obtuvieron 21 extractos
crudos, de los cuales 12 son de los cuerpos de los organismos y el resto fueron de
sus visceras. Se realizd una tabla con el peso inicial del organismo, peso del

extracto y porcentaje de rendimiento (Tabla 2).

7.2. Actividad bioldgica de los extractos crudos.

7.2.1. Ensayos de actividad antibacteriana.

En cuanto a la prueba de actividad antibacteriana realizada frente a las
cepas patdégenas para el hombre, los extractos crudos del cuerpo y visceras del
erizo Eucidaris thouarsii presentaron actividad frente a Staphylococcus aureus con
halos de inhibicion de 12 + 0.58 y 13 + 0.58 mm respectivamente. Frente a las
cepas de E. coli y P. aeuruginosa ninguno resulté activo. Cabe sefalar que el

control positivo formé un halo de 16 y 12 mm respectivamente (Figura 2).
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Tabla 2. Peso fresco de los organismos, y porcentaje de rendimiento de los

extractos.
Claseo : Seccion Peso Peso Rendimiento
Familia Especie de_l Organismo | Extracto (%)
organismo (9) (9)
) Pacifigorgia C 90.18 | 1.529 1.7
Gorgoniidae |adamasi
Leptogorgia rigida C 73.47 1.202 1.64
Holothuroidea Holqturia C 67.29 1.110 1.65
pluricuriosa V 8.38 0.1938 2.31
Pentaceraster C 106.6 1.088 1.02
occidentalis \% 16 2.228 13.93
Acantaster planci C o 1.769 1.94
V 5.82 0.253 4.36
Asteroidea Ph_atarig _ C 56.29 0.631 1.12
unifascialis \% 5.72 0.312 5.47
Pharia C 85 0.826 0.97
pyramidatus V 5.61 0.334 5.96
. . . C 42.76 0.613 1.43
Mithrodia bradleyi v 724 0561 775
Toxopneustes C 124.77 2.274 1.82
roseus \ 98 3.496 3.57
Centrostephanus C 67.44 0.956 1.42
Echinoidea coronatus V 25.9 1.522 5.88
Echinometra C 102.81 1.033 1.01
vanbrunti \% 54 1.792 3.32
Eucidaris thouarsii C 45.29 0.263 0.58
C = Cuerpo, V = Visceras
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Cuerpo Visceras

Figura 2. Halo de inhibicion de los extractos del cuerpo y visceras del erizo
Eucidaris thouarsii frente a Staphylococcus aureus.

7.2.2. Actividad hemolitica.

Se realiz6 una primera prueba de hemolisis con los extractos crudos, de los
cuales, diez fueron activos. Por lo que se realizé un segundo bioensayo con el
extracto etanodlico y butandlico de los organismos seleccionados (Tabla 3).
Unicamente los extractos butandlicos fueron activos, siendo los del cuerpo de
Mithrodia bradleyi, Acantaster planci y Holoturia pluricuriosa los que presentaron
halos de lisis mayores a 25 mm.

7.3. Edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) en

oreja de raton (in vivo).

Los resultados de la prueba antiinflamatoria realizada con los extractos
crudos a una concentracion de 1 mg mL™, mostraron de manera general,
porcentajes de inhibicién por abajo del 30%, sin embargo, los extractos crudos de
Leptogorgia rigida y Mithrodia bradleyi resultan prometedores ya que presentaron
un porcentaje de inhibicion por arriba del 50%. El control positivo (indometacina)
presentd un porcentaje de inhibicion del 75% (Figura 3).
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Tabla 3. Actividad hemolitica en placas de agar sangre, halos de lisis de extractos
organicos (mm) (n=3).

Seccion Tiempo
Especies del Extracto
organismo 6h 12h 24h 48h
. C E S/IA S/IA S/IA S/IA
M. bradleyi
C B + ++ +++ ++++
V B + + ++ ++
C E S/IA S/IA S/IA S/IA
A. planci C B + ++ +++ ++++
V E S/IA S/IA S/IA S/IA
V B + + ++ ++
C E S/IA S/IA S/IA S/IA
_ _ C B + + ++ ++
P. occidentalis v E S/A S/A S/A SIA
V B + + + ++
H. pluricuriosa C E S/IA S/IA S/IA S/IA
C B + ++ +++ +++++
E. thouarsii C E S/IA S/IA S/IA SIA
C B S/IA S/IA S/IA S/IA
C E S/IA S/IA S/IA S/IA
T rosels C B S/IA S/IA S/IA S/IA
Vv E S/IA S/IA S/IA S/IA
Vv B S/IA S/IA S/IA S/IA
Metanol S/IA S/IA S/IA S/IA
Cloroformo S/IA S/IA S/IA S/IA
Blanco S/A S/IA S/IA S/IA
C = Cuerpo; V = Visceras; E = Eter; B = Butanol; S/A = sin actividad
Rango valores Calificacion
(mm)
8-11
12-16
17-20
21-24
25-27 +++++
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Figura 3. Actividad antiinflamatoria de los extractos crudos de invertebrados (1 mg
oreja™) de Punta Arena de La Ventana, B.C.S. Datos expresados como la media +
E.E.M., n = 3 (ANOVA post-test Dunnet: *p<0.05 y **p<0.01). (C = extracto cuerpo;
V = extracto visceras).

7.4. Seleccion de organismos para continuar con su estudio quimico.

Los resultados de la actividad biologica de los extractos crudos de los
diferentes organismos, permitieron detectar que los organismos con mayor
potencial bioactivo fueron Eucidaris thouarsii, Leptogorgia rigida, Mithrodia

bradleyi, Acantaster planci y Holoturia pluricuriosa (Tabla 4).

Una revision bibliografica especifica de estudios quimicos de estos géneros
(Anexo 1), puso de manifiesto que para Eucidaris thouarsii y Mithrodia bradleyi no
existen reportes previos, por lo que se seleccionaron a Eucidaris thouarsii,
Leptogorgia rigida y Mithrodia bradleyi, para continuar con el estudio quimico.
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A partir de Leptogorgia rigida, debido a la cantidad de extracto obtenido
anicamente se pudieron obtener fracciones de éter y butanol (Figura 4). En el caso
de Eucidaris thouarsii del cuerpo se obtuvieron cuatro fracciones (Figura 5) y de

las visceras solamente la fraccion eterea y butandlica (Figura 6).

Para Mithrodia bradleyi, del extracto del cuerpo se obtuvieron seis

fracciones (Figura 7) y de las visceras la fraccion eterea y butandlica (Figura 8).

Tabla 4. Organismos que presentaron los mejores resultados de actividad

antibacteriana, hemolitica y antiinflmatoria.

Actividad
Seccion
Clase o familia Especie del antibacteriana Hemolitica Antiinflamatoria
organismo

C

Pacifigorgia
adamasi
Leptogorgia
rigida
Holoturia
pluricuriosa

Pentaceraster
occidentalis
Acantaster
planci
Phataria
unifascialis
Pharia
pyramidatus
Mithrodia
bradleyi
Toxopneustes
roseus
Centrostepha
nus coronatus
Echinometra
vanbrunti
Eucidaris

thouarsii
C = Cuerpo, V = Visceras

Gorgoniidae
58.71%

+++++

Holothuroidea

++

++++

Asteroidea

++++ 54.77%
++++

Echinoidea

O I<[OK0OIKI0OKOKI0OK0OKOKI0OKION O

12 216 mm
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Leptogorgia rigida Peso inicial 83.5¢g

Acetona::MeOH 1:1

LC AB: inactivo
Extracto crudo Hemol: inactivo
1.6349¢g Al: 14%
MPO: 25%

A-Glu: inactivo

e - TBARS: 20%%
Separacion Liguido-liquido

MTT: 73.27%
Eter Butanol
LCE LCB

Extracto éter Extracto butanol

0.7192 g 0.0862 g
AB: inactivo AB: inactivo
Hemol: inactivo Hemol: inactivo
Al: 19% Al: 28 %
MPO: 40% MPQO: 61%
A-Glu : inactivo A-Glu: inactivo
TBARS: 56% TBARS: 3%
MTT: 71% MTT: 96%

Figura 4. Esquema de obtencién de las fracciones etérea y butandlica del gorgénido Leptogorgia rigida.

(Antibacteriana = AB; Hemolitica = Hemol; Antiinflamatorio = Al; Mieloperoxidasa = MPO; a-Glucosidasa = a-Glu;
Lipoperoxidacion = TBARS; Citotoxicidad (MTT) = MTT).
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Eucidaris thouarsii
(cuerpo)

Acetona:MeOH 1:1

AB: S. qureus 12 mm

ECC
1.4474¢g

Hemol: inactivo
Al: 23%

Separacion Liquido-liquido

MPO: 38%
A-Glu : inactivo
TBARS: 88%

Peso inicial 149.3g

MTT: 55%
Eter Butanol
AB: inactivo AB: inactivo
i ; Hemol: inactive
Hemol: inactivo ECE ECB AL 25%
Al: 33% 0.298 . 0
MPO: 42% 0->1le . MPO: 44%
A-Glu : inactivo A-Glu : inactivo
TBARS: 94% TBARS: 22%
MTT: 85% MTT: 68%
F1 F2 F3 F4
0.2191mg 0.142¢g 0.0893 g 0.0266 ¢
AB: inactivo AB: S. enterica 19mm AB: S. enterica 24 mm AB: inactivo
Hemol: inactivo Hemol: inactivo Hemol: inactivo Hemol: inactivo
Al: 21% Al: 37% Al: 10% Al: 47%
MPO: 35% MPO: 53% MPO: 6% MPO: 24%

A-Glu : inactivo
TBARS: 96%
MTT: N/D

A-Glu : inactivo
TBARS: 74%
MTT: 78%

A-Glu : activo
TBARS: 90%
MTT: N/D

A-Glu : activo
TBARS: 92%
MTT: 76%

Figura 5. Esquema de la obtencion de las fracciones del cuerpo del erizo Eucidaris thouarsii.
(Antibacteriana = AB; Hemolitica = Hemol; Antiinflamatorio = Al; Mieloperoxidasa = MPO; a-Glucosidasa = a-Glu;
Lipoperoxidacion = TBARS; Citotoxicidad (MTT) = MTT).



Eucidaris thouarsii Peso inicial 59.44 g

(visceras)
Acetona:MeOH 1:1
AB: S. aureus 13 mm
EVC Hemol: inactivo
5 0682 Al: 30%
. MPO: 39%
A-Glu : inactivo
Separacion Liquido-liquido TBARS: 21%
MTT: 86%
Eter Butanol
EVE EVB
1.0053¢g 0.1235¢g
_ . AB: inactivo
AB: inactivo Hemol: inactivo
Hemol: inactivo Al: 21%
Al: 35% MPO: 54%
MPO: 51%

A-Glu : inactivo
TBARS: 11%
MTT: 50%

A-Glu : inactivo
TBARS: 43%
MTT: 90%
Figura 6. Esquema de las fracciones de las visceras del erizo Eucidaris thouarsii.

(Antibacteriana = AB; Hemolitica = Hemol; Antiinflamatorio = Al; Mieloperoxidasa = MPO; a-Glucosidasa = a-Glu;
Lipoperoxidacion = TBARS; Citotoxicidad (MTT) = MTT).



Mithrodia bradleyi (cuerpo) Peso inicial 323.4 g

Acetona:metanol 1:1
AB: inactivo
Mcc Hemol: activo
46242 ’
g Al: 55%
Separacion Liquido-liquido
AB: inactivo Eter Butanol AB: inactivo
Hemol: activo :IET;I)/ activo
Al: /D L9
MPO: /D MCE MCB MPO: 15%
A-Glu : inactivo log 0.3478 ¢ A-Glu : inactivo
TBARS: 19% TBARS: 5/D
0 0,
MTT: 19% MTT: 51%
F1 F2 F3 F4 F5 F6
0.3235g 0.0219g 0.338g 0.1081¢g 0.0804 ¢ 0.01mg
AB: inactivo AB: inactivo AB: inactivt_) AB: inactivo AB: C. albicans 9mm AB: inactivo
Hemol: activo e Hemal: activo Hemol: inactivo Hemol: activo o
o Hemol: inactivo Al 33% - S o Hemol: activo
Al: 28% Al 7% . o . Al: 30% Al: 43% Al:SD
MPO: 45% MPO: 17% MPO: 23% MPO: 65% MPO: 47% MPO: 40%
A-Glu : inactivo A-Glu - inactivo A-Glu: active A-Glu - inactivo A-Glu : inactivo A-Glu - inactivo
- S/D% : TBARS: 96% 549 TBARS: 95% :
TBARS: /D% TBARS: 95% MTT: 890% TBARS: 94% £ TBARS: S/D
MTT:87% MTT: 82% R MTT: S/D MTT: 7% MTT: S/D

Figura 7. Esquema de las fracciones del cuerpo de la estrella Mithrodia bradleyi.
(Antibacteriana = AB; Hemolitica = Hemol; Antiinflamatorio = Al; Mieloperoxidasa = MPO; a-Glucosidasa = a-Glu;
Lipoperoxidacion = TBARS; Citotoxicidad (MTT) = MTT).



Separacion Liquido-liquido

Mithrodia bradleyi

Peso inicial 63.7 g

MVE
0.0762 g

AB: inactivo
Hemol: inactivo
Al: 29%

MPO: 54%
A-Glu : activo
TBARS: 93%
MTT: 75%

(visceras)
Acetona:MeOH 1:1
MVC AB: inactivo
0.5674¢g Hemol: inactivo
Al: 37%
Eter Butanol
MVB
0.1344¢g
AB: inactivo
Hemol: activo
Al: 29%
MPQO: 45%

A-Glu : inactivo
TBARS: 88%
MTT: 89%

Figura 8. Esquema de las fracciones de las visceras de la estrella Mithrodia bradleyi.

(Antibacteriana = AB; Hemolitica = Hemol; Antiinflamatorio = Al; Mieloperoxidasa = MPO; a-Glucosidasa = a-Glu;

Lipoperoxidacion = TBARS; Citotoxicidad (MTT) = MTT).
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7.4.1. Actividad biolégica de fracciones organicas.

7.4.1.1. Actividad antibacteriana.

En los bioensayos de actividad antibacteriana se probaron las fracciones de
los tres organismos seleccionados frente a las bacterias: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella enterica. La mejor actividad se presento
frente a S. enterica con halos de inhibicion de 19 y 24 mm con las fracciones
etandlicas F2 y F3 del extracto del cuerpodel erizo E. thouarsi respectivamente y

el control positivo presentd un halo de 30.5 + 0.8 mm (Tabla 6).

7.4.1.2. Actividad antifungica.

En cuanto a los resultados de los ensayos realizados con las fracciones de
los organismos seleccionados frente a la levadura Candida albicans, mostraron
que Unicamente la fraccion F4 del extracto etandlico del cuerpo de Mithrodia
bradleyi (MCEF4) presenté actividad con un halo de inhibicién de 9 mm (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba de actividad antibacteriana y antifungica, halos de inhibicién de

fracciones seleccionados (mm) (n=3).

o
c O c
e85 |e| s C P |
Especies | @ 2c=] ©| S ' e ; S. enterica
o ° s| £ | « |aureus| albicans | aureginosa
w 2w
o
M. bradleyi C E|F4 S/IA 9+0.0 S/IA S/IA
C EJF2]| SA S/IA S/IA 19 +0.58
E. thouarsii C E|F3| SA S/IA S/A 24 +0.0
C E|F4 S/IA S/IA S/IA S/IA
C.P. S/IA S/IA S/IA 30.5+0.8

C = cuerpo; E = extracto etandlico; C.P. = control positivo; S/A = sin actividad
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7.4.1.3. Prueba de hemalisis.

En las pruebas de hemdlisis solamente las fracciones de Mithrodia bradleyi
presentaron hemodlisis, la mayoria de ellos a partir de las 8 horas de incubacion.
Las fracciones mas potentes fueron el extracto butanélico del cuerpo de M.
bradleyi y la fraccion F5 del extracto etandlico del cuerpo de M. bradleyi con halos

de lisis de més de 25 mm a las 48 horas (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de hemdlisis en placas de agar sangre, halos de lisis de

fracciones de Mithrodia bradleyi (mm) (n=3).

o Tiempo
c
S_ & % 2
s 2
=speciel oo S [ =] S [an|sn|12n|2an]48n
(@)] —_
0p] — Ll LL
o
C B + | ++ | ++ | +++ |+t
C E ++ | ++ | ++ ++ | +++
C EJF1] + | ++] ++ ++ ++
C E | F2 |S/A|S/A] SIA| SIA | SIA
M I c |e|rs]sal+] + | + | +
bradleyi
C E | F4 |S/IA|S/A] SIA| SIA | SIA
C E|F5] + | ++ | ++ | +++ | ++++
C E|F6|SIAl + | + | + | ++
\% B + + + ++ ++

C = cuerpo; E = extracto etandlico; B = extracto butandlico; S/A = sin actividad

Rango valores Calificacion

(mm)

8-11 +
12-16 ++
17-20 +++
21-24 ++++
25-27 +++++
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7.4.2. Modelos de inflamacién in vivo e in vitro.

7.4.2.1. Edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-
forbol) en oreja de raton (in vivo).

En la Figura 9 se muestran los resultados de la prueba antiinflamatoria
realizada en el modelo de edema en oreja de raton inducido con TPA y
expresados como porcentaje de inhibicion de la inflamaciéon de las diferentes
fracciones de M. bradleyi, E. thouarsii y L. rigida a una concentracion de 1 mg mL"
! Los cuales presentaron en su mayoria valores por debajo del 30 %, sin embargo
las fracciones F4 y F5 de los extractos etandlicos del cuerpo de M. bradleyi
(MCEF4 y MCEF5); el extracto butandlico del cuerpo de E. thouarsii y la fraccion
F4 del extracto etandlico del cuerpo de E. thouarsii (ECB y ECEF4) presentaron

inhibiciones del 43, 46, 47 y 47 % respectivamente.
20 +
18
16

Edema (mg)
e
o N

Figura 9. Actividad antiinflamatoria de las fracciones de los extractos
seleccionados (1 mg oreja™). Datos expresados como la media + E.E.M., n = 3
(ANOVA post-test Dunnet: *p<0.05 y **p<0.01). (E = extracto etandlico; B =
extracto butandlico).
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7.4.2.2. Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) por el método
de TMB (3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina) (in vitro).

La inhibicion del contenido de MPO fue evaluada indirectamente utilizando
TMB como sustrato del H,O,, el cual no logra ser transformado en HCIO por la
MPO residual. La indometacina inhibi6 el contenido de MPO en un 90% y en 96 %
al edema. En el caso del erizo E. thouarsii podemos observar que la mayoria de
las fracciones presentan una mayor inhibicion del contenido de MPO en
comparacion con la inhibicion del edema, siendo la F4 con un porcentaje de 76 %
de inhibicién de la MPO la de mayor actividad (Figura 10-A).

Las fracciones F4 y F6 de la estrella M. bradleyi presentaron valores de
inhibicion del contenido de MPO del 65y 60 % (Figura 10-B) y de un 30 y 47 % de
inhibicion del edema respectivamente. La fraccion butandlica del gorgonido L.
rigida di6 como resultado una inhibicion del contenido de MPO del 55 % y un 28 %
de inhibicién del edema (Figura 10-C).

La mayoria de los resultados de las fracciones de los tres organismos
muestran un mayor porcentaje de inhibicion del contenido de MPO con respecto al
porcentaje de inhibicion del edema, no asi la indometacina la cual tiene un

comportamiento inverso, al inhibir en mayor proporcion al edema.
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Figura 10. Porcentaje de inhibicibn de las fracciones sobre la enzima
mieloperoxidasa (MPO) a una concentracién de 1 mg oreja’ A) Eucidaris
thouarsii, B) Mithrodia bradleyi, C) Leptogorgia rigida. C = extracto del cuerpo, V =
extracto de las visceras, E = extracto etandlico, B = extracto butandlico, Indo
indometacina.
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7.4.3. Actividad Antioxidante.

7.4.3.1. Inhibicién de la a-glucosidasa.

De todas las fracciones evaluadas solamente las fracciones F3 y F4 del
extracto etandlico del cuerpo del erizo E. thouarsii (ECEF3 y ECEF4), asi como el
extracto crudo de visceras de M. bradleyi y la fraccion F2 del extracto etandlico del
cuerpo de M. bradleyi (MVE y MCEF2), fueron los que presentaron actividad
inhibidora de la enzima a-glucosidasa. En la tabla 7 se muestra el porcentaje de
inhibicion de estas fracciones, siendo MCEF2 y ECEF3 a una concentracion de 10
ng mL™ las que presentaron el mayor valor, con 96 % de inhibicién para ambas
fracciones, en comparacion con el 82.89 % presentado por el inhibidor de

referencia que fue la quercitina.

Tabla 7. Efecto de la actividad inhibitoria de las fracciones sobre a-glucosidasa.

. ., .. | Concentracion |Inhibicién
Especie Seccion | Extracto | Fraccion ug mL* (%)
E 10 96
C E F3 100 100
E. thouarsii E 1000 100
E 1 6
C E F4 10 15
E 100 26
E 1 7
C E F2 10 96
. E 100 99
M. bradleyi E 1 12
Vv E 10 51
E 100 97
. 1 6.71
Quercitina 10 82 89

C = Cuerpo; V = Visceras; E = Eter
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7.4.3.2. Inhibicion de la lipoperoxidacion inducida con FeSO,, cuantificada por la
técnica TBARS.

En la tabla 8 se observa el porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion
de lipidos de las fracciones de M. bradleyi, E. thouarsii y L. rigida a las
concentraciones de 25, 250 y 2500 ug mL™; y 10, 100 y 1000 pug mL™. Asi mismo,
los resultados mostraron que la fraccion etandlica F3 del cuerpo del erizo E.
thouarsii presentd una actividad a 100 pg mL™ de 94.68% de inhibicién de la
lipoperoxidacién, actividad seguida por las fracciones etandlicas F2 y F5 del
cuerpo de la estrella M. bradleyi, las cuales presentaron una actividad a 100 ug

mL™ de 51y 68.44 % respectivamente.

Tabla 8. Efecto de la actividad inhibitoria de las fracciones sobre la

lipoperoxidacion inducida con FeSO,, cuantificada por la técnica TBARS.

Seccion

Especie del Extracto | Fraccion | pgmL™ | kA fj‘“f,
organismo inhibicién
C B 25 474
C B 250 -5.07
C B 2500 -17.48
C E 25 2.76
C E 250 24.7
C E 2500 96.53
C E F1 25 4.12
C E 250 49.44
M. bradleyi C E 2500 94.68
C E F2 10 8.27
C E 100 51
C E 1000 95.44
C E F3 10 12.79
C E 100 44.9
C E 1000 95.76
C E F4 10 6.53
C E 100 22.33
C E 1000 94.18
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Tabla 8. Continuacion...

_ Seccion 5 . % de
Especie de] Extracto Fraccién png mL inhibicién
organismo
C E F5 10 -2.44
C E 100 68.44
C E 1000 94.66
\ E 10 6.81
M. bradleyi Vv E 100 46.84
\ E 1000 93.46
Vv B 10 -4.53
\ B 100 4.49
Vv B 1000 88.13
C B 10 -3.69
C B 100 1.93
C B 1000 21.68
C E 10 -0.65
C E 100 2.57
C E 1000 88.31
C E F1 10 1.56
C E 100 35.99
C E 1000 95.84
C E F2 10 2.5
C E 100 8.75
C E 1000 74.12
E. thouarsii C E F3 10 25 .87
C E 100 94.68
C E 1000 90.3
C E F4 10 -1.69
C E 100 30.15
C E 1000 91.61
\ E 10 4.35
Vv E 100 3.83
Vv E 1000 43.2
\ B 10 -5.85
\ B 100 -5.53
\ B 1000 11.02
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Tabla 8. Continuacion...

Seccion 0
Especie del Extracto | Fraccion | pgmL™ | . % de
organismo inhibicion
C 10 7.24
C 100 5.54
C 1000 10.93
C E 10 0.98
L. rigida C E 100 2.06
C E 1000 55.67
C B 10 -4.49
C B 100 -1.68
C B 1000 20
Quercitina 10 95.65
terol 10 59
a-Tocofero 100 -9

C = cuerpo; V = visceras; E = extracto etandlico; B = extracto butanélico

7.4.4. Citotoxicidad.

7.4.4.1. Ensayo de viabilidad celular determinada por la reduccion del
MTT.

En la Tabla 9 se muestran las fracciones de M. bradleyi, E. thouarsii y L.
rigida. La mayoria de las fracciones presentaron baja toxicidad frente a la cepa de
macréfagos murinos (J774) a una concentracién de 50 pg mL™. Se observa que
once de las fracciones presentaron una viabilidad mayor al 75 %. Las fracciones
mas cercanas al 100 % de viabilidad fueron la fraccion F5 del extracto etandlico
del cuerpo de M. bradleyi (MCEF5) y el extracto butanodlico de L. rigida con valores
del 97.3 y 96.41 % respectivamente, y la fraccibn F1 del extracto etandlico del
cuerpo de M. bradleyi (MCEF1) fue la que presenté la citotoxicidad mas alta, con
el 18.53 % de viabilidad celular.
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Tabla 9. Porcentaje de viabilidad celular mediante el ensayo MTT sobre la linea

celular de macréfagos murinos (J774) en presencia de las fracciones a una

concentracién de 50 pg mL™.

Seccion

Especie dgl Extracto |Fraccion J(Z/Z)A'
organismo

C B 51.46

C E F1 18.53

C E F2 86.65

_ C E F3 81.66

M. bradleyi C E F4 88.58

C E F5 97.3

Vv E 74.52

\V/ B 88.87

Crudo 73.27

L. rigida E 71.49

B 96.41

C Crudo 54.59

C E 85.07

C B 67.54

) C E F2 78.36

E. thouarsii C E F4 75.67

V Crudo 86.22

\V/ E 90.24

V B 50.36

C = Cuerpo; V =visceras; E = extracto etandlico; B = extracto butandlico
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7.4.4.2. Evaluacién de la proliferacion celular por el Bioensayo de
Sulforodamina B.

La actividad inhibitoria de la proliferacion celular de lineas de cancer
humano de las fracciones de M. bradleyi, E. thouarsii y L. rigida fueron evaluadas
en las seis lineas celulares de tumores humanos. Los resultados se resumen en la
Tabla 10 expresadas como % de inhibicién del crecimiento a una concentracion de
50 pg mL™

Las fracciones etandlicas del cuerpo y de las visceras del erizo E. thouarsii
(EVC y EVE) presentaron nula citotoxicidad contra 5 de las lineas celulares de
cancer con excepcion de la linea SKLU-1. La fraccidén etandlica F5 de la estrella
M. bradleyi; los extractos crudo y butandlico del gorgonido L. rigida; asi como las
fracciones butandlica del cuerpo y las fracciones cruda, etandlica y butandlica de
las visceras del erizo E. thouarsii mostraron actividad citotéxica moderada contra
todas las lineas celulares de cancer con valores menores al 50%. La fraccion
etandlica F1 del cuerpo de la estrella M. bradleyi, las fracciones etandlicay F4 del
cuerpo del erizo E. thouarsii presentaron una citotoxicidad muy alta contra todas

las lineas celulares de cancer con valores del 100%.
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Tabla 10. Porcentaje de inhibicién del crecimiento por medio de la prueba de
Sulforodamina B, sobre las lineas celulares: U251= glia de sistema nervioso
central, PC-3= préstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama, SKLU-
1= pulmon.

T o % de inhibicion del crecimiento
T £ 2 S
. c 90 Q S
Especie | © ¢ o 3
08 > ® | U251 | PC-3| K562 | HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1
Q = L w
N ©
C B 39.74|72.58] NI/IC 3431 | 23.14 85.7
C E F1 | 100 | 100 N/C 100 100 97.05
C E F2 | N/IC | 444 | 7.71 85.04 | 54.07 | 26.68
: C E F3 |68.59|64.17| 69.42 | 56.96 100 63.23
M. bradleyi
C E F4 | N/C |20.67| 45.47 6.87 56.05 | 22.09
C E F5 1 0.78 | 32.96 2.63 12.21 | 10.91
Vv E 44.53| 65.3 | 100 100 32.46 73.3
Vv B 7.48 |37.24]| 85.1 4754 | 1259 | 10.78
Crudo 6.54 |19.93| 49.58 | 47.59 | 12.47 41.1
L. rigida E |66.75| 72.9 | 46.15 100 61.95 | 83.17
B 9.86 | NC 3 2.23 N/C 13.49
C E F2 |55.08| 2.27 97 100 100 82.17
C E F4 | 100 | 100 100 100 76.1 100
C Crudo N/C | N/C | 49.1 73.49 | 27.14 9.04
- C E 100 | 100 100 100 54.65 100
E. thouarsii
C B 2.35]10.47| 34.2 31.7 N/C 26.34
Vv Crudo S/IA | N/IC N/C N/C N/C 3.96
Vv E S/A | N/IC N/C N/C N/C 11.26
\Y B 0.47 | N/IC 2.8 0.18 N/C 11.99

C = Cuerpo; V = visceras; E = extracto etandélico; B = extracto butandlico; N/C= no

citotéxico. S/A= sin actividad
Resulta interesante la gama de actividades que presentaron las diferentes

fracciones de M. bradleyi, E. thouarsii y L. rigida. En la tabla 11 se muestra un

concentrado de los valores de actividad en las diferentes pruebas realizadas.
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Tabla 11. Fracciones que presentaron los mejores resultados de actividad antibacteriana, antifungica, hemolitica,

antiinflamatoria, antioxidante, citotéxica.

© c| £ | O g
c o S s = % % ol —
5 s | 9| = = . |32 S
S c o 40_‘),\ o IS = | D:H — ™ o 1 | >
s | = | $|EGE SExsg ¢ 9|82/ E |8 |0 |8|0|C |
0 N I <o & I KES R |6|lFE| =S |D|ad|xx|IT|=|o
Crudo 73
L. rigida E 71 73 100 83
B 55 96
C Crudo 12 88 73
C E 94 | 85 (100|100 | 100 | 100 100
C B 46 56
C E F1 96
. C E F2 19 53 74 | 78 97 (100 | 100 | 82
E. thouarsii o = F3 >4 190
C E F4 47 76 | ¥ | 92 | 76 |100| 100 | 100|100 | 76 |100
V Crudo 13 86
V E 51 90
V B
C E T 100 | 100 100 | 100 | 97
C B T 73 86
C E F1 T 85
C E F2 95 | 87 100
. C E F3 T T | 96 | 82
M. bradleyi ¢ E | F4 65 94 | 89
C E |F5 [ 9 |t [ 43 95 | 97
C E F6 T 60
V E 54 | + | 93 | 75 100 | 100 73.3
V B T 88 | 89 85

C =cuerpo, V = visceras, E = extracto etandlico, B = extracto butandlico, t = activo
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8. DISCUSION.

Los invertebrados marinos son considerados como organismos con gran
potencial en el aislamiento de compuestos con interesantes actividades
farmacoldgicas (Blunt, 2011). Los equinodermos, son de amplia distribucion
geografica, en el Pacifico se distribuyen del Golfo de California hasta
Centroamérica y las Islas Galapagos; siendo el Golfo de California donde se
presentan en mayor variedad y abundancia (Solis-Marin et al., 2014), lo que hace
de este sitio un lugar idéneo para el estudio quimico de estos organismos. Los
resultados de las pruebas de actividad biolégica realizadas con los extractos y
fracciones de los diez equinodermos y dos gorgonidos de punta Arena de La
Ventana, B.C.S., mostraron una amplia gama de actividades y fueron Eucidaris
thouarsii, Mithrodia bradleyi y Leptogorgia rigida los que presentaron el mayor
potencial. Diversas investigaciones han indicado la capacidad de estos
organismos sésiles para biosintetizar compuestos activos (Fenical, 1982; Faulkner,
1984; Marcano & Hasegawa, 2002; Blunt, 2011), las cuales pueden tener
aplicacion farmacolégica o industrial (McLaughlin et al., 1991).

8.1. Actividad antibacteriana de extractos y fracciones.

Los equinodermos al ser organismos bentdnicos son susceptibles a la
colonizacion bacteriana (Bryan et al., 1994), por lo que seria de esperar que
sintetizaran una gran variedad de compuestos con actividad antibacteriana, de
hecho, estudios quimicos preliminares realizados con equinodermos de Baja
California y del Golfo de California pusieron de manifiesto que entre el 43 y 58%
de los organismos sometidos a esta prueba presentaron actividad antibacteriana
(Shaw et al., 1976; Rinehart Jr. et al., 1981), de igual forma un estudio realizado
en el norte del Golfo de México también indic6 que el 80% de los equinodermos
sometidos a actividad antibacteriana fueron activos (Bryan et al., 1994). En el
presente trabajo de los 21 extractos obtenidos a partir de los 12 invertebrados,

s6lo los extractos de cuerpo y visceras de Eucidaris thouarsii presentaron
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actividad frente a la cepa patdgena Staphylococcus aureus, lo cual representa el
9.5% de organismos activos. Este resultado fue menor al esperado y no se
presentd actividad frente a bacterias Gram-negativas, lo que puede estar
relacionada con el hecho de que muchas bacterias Gram-negativas son
resistentes a agentes toxicos del medio ambiente, debido a la barrera de
lipopolisacaridos de su membrana externa (Morton et al., 1998). Observaciones
similares se han realizado en estudios con compuestos antibacterianos aislados

de gorgonidos (Correa, 2012).

De las fracciones obtenidas a partir del extracto crudo de Eucidaris
thouarsii, ninguna fraccion fue activa frente a S. aureus, lo que posiblemente se
debe a un efecto sinérgico de los diferentes compuestos y al irse fraccionando
perdieron actividad. Es de notar que frente a la cepa Salmonella enterica dos de
las fracciones fueron activas, una de ellas con un halo muy similar al presentado

por el control positivo.

A partir de equinodermos se han aislado una gran cantidad de compuestos
con actividad antibacteriana de tipo peptidico y proteico (Li et al., 2010). En
especifico para erizos a partir de extractos del celoma y cuerpo de S.
droebachiensis se observd actividad antibacteriana y los compuestos
responsables fueron de naturaleza proteica (Haug et al., 2002). De igual forma en
extractos de huevos de Paracentrotus lividus, fue una lisozima la responsable de

la actividad antibacteriana (Stabili et al., 1992).

En este trabajo la metodologia utilizada no fue dirigida al aislamiento de
péptidos o compuestos de tipo proteico, por lo que la actividad debe estar dada
por compuestos de otra naturaleza (como polifenoles, esteroles, terpenos entre
otros). Del erizo E. thouarsii no se encontraron precedentes de actividad
antibacteriana, pero si se ha observado que extractos de hexano e
hidroalcohdlicos del erizo Temnopleurus alexandri mostraron actividad frente a

diferentes cepas patdégenas tanto Gram positivas como Gram negativas y un
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analisis mediante cromatografia de gases indicdé que los compuestos mayoritarios
del extracto eran el pentadecano, heptadecano, eicosano y docosano para el
extracto de hexano (Uma & Parvathavarthini, 2010), mientras que en el extracto
hidroalcohdlico se observo la presencia de esteroles como son, colesterol,
pelargonato, desmosterol y crinosterol, los cuales sean posiblemente los

responsables de dicha actividad (Parvathavarthini & Uma, 2014).

Por otra parte, en este trabajo, solo las fracciones obtenidas a partir del
cuerpo de Eucidaris thouarsii fueron activas, mientras que las fracciones de
visceras no presentaron actividad antibacteriana, contrario a esto, en extractos de
metanol y cloroformo de gonadas, visceras y espinas-cuerpo del erizo Tripneustes
gratilla, la mejor actividad se presenté en génadas mientras que el cuerpo no fue
activo (Abubakar et al., 2012).

8.2. Actividad hemolitica de extractos y fracciones.

Los extractos de butanol de Mithrodia bradleyi, Acantaster planci y
Holoturia pluricuriosa fueron los que presentaron los mejores halos de lisis. La
actividad hemolitica en equinodermos ha sido atribuida a dos agentes, las

hemolisinas y las saponinas (Stabili et al., 1992).

Las hemolisinas son proteinas capaces de originar la lisis o ruptura de la
integridad estructural de los eritrocitos (Bennington, 1993). Las saponinas son
sustancias glicosidicas, capaces de alterar la permeabilidad de las membranas
celulares dando como resultado una reaccién hemolitica, ya que ocasionan
ruptura o destruccion de los eritrocitos; estas sustancias son fuertemente liticas,
hidrosolubles y estables a altas temperaturas (Marcano & Hasegawa, 2002). La
mayoria de las actividades que provocan estas sustancias, son consecuencia de
su interaccion con el esterol presente en las membranas, causando interferencias
en la integridad de las mismas, lo cual podria conducir a la lisis celular (Stonik et
al., 1999).
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Originalmente se pensaba que las saponinas eran exclusivas de plantas,
diversas investigaciones han puesto de manifiesto que los equinodermos son los
anicos animales que presentan este tipo de compuestos (Matranga, 2005), siendo
especificos para los grupos Asteroidea (estrellas) y Holoturoidea (pepinos) (Burnell
& ApSimon, 1983; Maier et al., 2001; Zou et al., 2003; Wang et al., 2004). Esto
concuerda con lo reportado en el presente trabajo ya que de los diferentes
equinodermos sometidos al bioensayo, Unicamente las estrellas (Mithrodia
bradleyi, Acantaster planci y Pentaceraster occidentalis) y el pepino de mar
(Holoturia pluricuriosa) presentaron actividad.

En el ambiente, estos organismos utilizan a las saponinas como potentes
venenos contra depredadores como peces, ya que por su estructura surfactante
“detergentes”, generan resistentes espumas por agitacién en solucion acuosa, que
tienen accion antibacteriana, estimulante del sistema nervioso central, antipirética,
sedante, expectorante y antiinflamatoria (Marcano & Hasegawa, 2002; Hernandez
& Farifas, 2005).

8.3. Edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) en oreja

de raton (in vivo).

A pesar de los esfuerzos médicos realizados para tratar las enfermedades
inflamatorias, la eficacia clinica de las terapias antiinflamatorias no es satisfactoria
y los medicamentos clinicamente importantes para controlar estas patologias se
asocian con multiples reacciones adversas sistémicas que a veces son limitantes
para el tratamiento (Arnstein, 2012). La busqueda de nuevos agentes
antiinflamatorios continla, y en este sentido, los compuestos aislados de
invertebrados marinos pueden desempeiiar un importante papel como una fuente
alternativa para el tratamiento de numerosas enfermedades que producen
inflamacion. El modelo de edema auricular inducido por TPA es ampliamente
utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos y fracciones de

productos naturales (Rodriguez et al., 2005; Bradley et al., 2008;Gonzalez et al.,
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2011). En este trabajo se puede observar que en general todos los extractos
lograron inhibir en algun grado el desarrollo del edema producido por la aplicacién
de TPA. Tal es el caso de Leptogorgia rigida, Mithrodia bradleyi (cuerpo),
Acantaster planci (cuerpo) y Holoturia pluricuriosa (visceras), los cuales se
destacan por presentar porcentajes de inhibicion superiores al 40%, criterio usado
para considerar un extracto como promisorio (Tincani et al., 2007), lo que confirma
que los invertebrados marinos presentan un amplio potencial como posibles
fuentes de metabolitos con actividad antiinflamatorias. Los ésteres de forbol,
incluyendo el 13-acetato de 12-O-tetradecanoiforbol (TPA) son diterpenos aislados
de especies de la familia Euphorbiaceae, que tienen accién inflamatoria y pro
carcinogénica (Hecker, 1968). La aplicacion topica de TPA en la oreja del ratdén
induce una respuesta inflamatoria prolongada, intensa y bifasica en la epidermis.
Asi mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa, entre

otros eventos (Sanchez & Moreno, 1999; Murakawa et al., 2006).

En este sentido, los extractos crudos de Leptogorgia rigida y Mithrodia
bradleyi probados a una dosis de 1 mg oreja’, mostraron un porcentaje de
inhibicion del edema mayor al 50 %, catalogandolos como un extracto promisorio
(Tincani et al., 2007) en comparacioén con la indometacina (control positivo) que
presentd una inhibicion del 80 %. Las fracciones de M. bradleyi presentaron una
inhibicion menor al 50 % con respecto al extracto crudo, sin embargo las
fracciones de E. thouarsii aumentaron su porcentaje de inhibicion a un poco mas
del doble con respecto al extracto crudo. Este resultado concuerda con lo
reportado por Correa et al. (2009) donde mencionan que las fracciones de
Pseudopterogorgia elisabethae presentaron una inhibicién de la inflamacién mayor

a lo obtenido con los extractos crudos.
El modelo de edema inducido por TPA en oreja de ratén, es un modelo

clasico de wuna inflamacion aguda que permite evaluar las propiedades

antiinflamatorias de extractos y fracciones, asi como también, es un estudio que
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sirve para ver la presencia de mediadores antiinflamatorios en el sitio de

inflamacion (Correa et al., 2009).

8.4. Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) por el método de TMB (3,3,
5,5'-tetrametilbenzidina) (in vitro).

Durante un evento en el que se produce inflamacién, los leucocitos
polimorfonucleares (también llamados neutrofilos) son las primeras células que
son reclutadas desde la sangre periférica hasta el sitio de inflamaciéon, seguidas
tiempo después por los monocitos. La infiltracibn de estas células al tejido
infectado y dafiado esta regulada y mediada por moléculas de adhesién, citosinas
y componentes de la matriz extracelular tanto en paredes de los vasos sanguineos
como en el tejido adyacente (Muller, 2002; Taylor & Gallo, 2006). Una de la
funciones de los poliformonucleares es la liberacion de proteinas y generacion de
radicales libres, los cuales contribuyen a la defensa contra patégenos, a la
regulacion del proceso inflamatorio y a combatir el dafio causado al tejido. Un
producto peculiar de los polimorfonucleares es la enzima mieloperoxidasa (MPO)
gue es almacenada en grandes cantidades en los granulos azurofiros de estas
células (Klebanoff, 2005). Una de las sustancias que aumenta la infiltracién de
polimorfonucleares en los tejidos es el TPA, lo cual se ve reflejado en un aumento
de la actividad de la MPO (Murakawa et al., 2006). Los resultados de las
fracciones muestran que exite una correlacion entre la inhibicion de la MPO vy la
infiltracion de neutrofilos en las orejas de ratén. La indometacina inhibe la
infiltracion de polimorfonucleares (Issekutz, 1983) y asi mismo inhibe la formacion
de HCIO, propiedad que comparte con varios AINEs como piroxicam, salicilato,
sulindac, ibuprofeno y aspirina. Esta capacidad de inhibicibn se correlaciona
parcialmente con el rango de dosis terapéuticas antiinflamatorias en cada farmaco
(Shacter et al., 1991). En nuestros resultados podemos observar que la fraccién
F4 del erizo E. thouarsii presentd un porcentaje de inhibicién de la MPO del 76 %

el cual es similar a la indometacina y a otros AINES, por lo tanto la inhibicion de la
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infiltracion celular sea un mecanismo que explique en parte la inhibicion de la

infiltracion de esta fraccion.

Actividad antioxidante.
Inhibicién de la a-glucosidasa.

Las enzimas glucosidasas localizadas en los vellos de la superficie de la
membrana intestinal, son enzimas clave en la digestion de carbohidratos. La
administracion oral de inhibidores de glucosidasas retarda la digestion y absorcién
de carbohidratos y modulan asi, la elevacion de la glucosa postprandial en sangre
(Sevilla-Ascencio et al., 2013). En el alga parda Ecklonia cava se ha determinado
gue compuestos de tipo floroglucinales presentan esta actividad por lo que se las
propuesto como nutraceuticos (Lee et al., 2009). En el presente estudio los
resultados preliminares mostrados por fracciones de E. thouarsii y M. bradleyi con
altos porcentajes de inhibicion de la a-glucosidasa permiten indicar que pueden

ser utilizados en el manejo de la hiperglucemia postprandial.
Inhibicién de la lipoperoxidacion.

La peroxidaciéon de lipidos expuestos al oxigeno es responsable del dafio a
los tejidos in vivo; los cuales pueden producir cancer, enfermedades inflamatorias,
ateroesclerosis y envejecimiento (Ramos-Escudero et al., 2010). Las fracciones de
E. thouarsii y M. bradleyi mostraron interesantes porcentajes de inhibicién (94.68 y
68.44 %, respectivamente) estos valores fueron més altos a los reportados para
extractos del molusco Sepia officinalis y del bivalvo Coelatura aegyptiaca, que
mostraron porcentajes de inhibicién entre el 40 y 60 % a la misma concentracion
probada de 100 pg mL™ (Fahmy & Soliman, 2013). El mismo comportamiento se
observéd al comparar los resultados con plantas como fue el caso de Dioscorea
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trifida (porcentaje de inhibicién del 66.7 %), que contiene altas concentraciones de

polifenoles, flavonoides, taninos y antocianinas.

Los resultados de este trabajo indican que los extractos de E. thouarsii y M.
bradleyi pueden inhibir in vitro el dafio producido por radicales libres y por lo tanto

presentan un buen efecto protector in vitro.

8.5. Citotoxicidad.

Los equinodermos junto con las esponjas se caracterizan por contener una
gran cantidad de esteroles en comparacion con otros invertebrados terrestres. Se
ha observado que en animales que presentan agentes citotoxicos, puede existir
una relacion con alteraciones bioquimicas, en comparacidbn con especies
relacionadas que no presentan dichos compuestos toxicos. Tales alteraciones se
pueden presentar en el contenido de esterol de las membranas, lo que ha sido
observado en equinodermos que contienen glucosidos o esteroides polisulfatados
(Stonik, 1986). La accion de los glucésidos esteroides aislados de organismos
marinos se basa en la capacidad de unirse con el colesterol de la membrana
(Elyakov & Stonik, 1988).

El efecto citotéxico de compuestos del tipo de los glucésidos, se da a nivel
de dafio de la membrana celular, en contraste con las sapogeninas y
polihidroxiesteroides que poseen actividad hemolitica. Existe una correlacién entre
la estructura del compuesto y las relaciones de actividad hemolitica y citotoxica
(Prokofeva et al., 2003). Como puede observarse con las fracciones de M. bradleyi
gue presentaron una actividad hemolitica considerable y su actividad citotoxica fue
alta, pudiendo deberse a su contenido de saponinas.

El ensayo de citotoxicidad empleando el Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5-difeniltetrazélico (MTT) descrito por Mosmann en 1983, se basa en la

capacidad de la enzima mitocondrial deshidrogenasa de las células viables para
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romper el anillo tetrazolio que le confiere el color amarillo al MTT y formar cristales
de formazan de color azul oscuro. El niumero de células viables es directamente
proporcional a los niveles de formazan producidos, y por lo tanto, refleja la
superviviencia de las células en presencia de un compuesto prueba, asi como la
citotoxicidad del compuesto. La fraccién F4 del cuerpo de M. bradleyi presentd uno
de los halos mas grandes en la actividad hemolitica, y esto corresponde con el
mayor porcentaje de viabilidad celular frente a la linea celular J774. Resulta
interesante continuar con el estudio quimico de esta fraccion para elucidar las

moléculas responsables de la actividad.

En general, los citotoxicos de agentes quimicos sobre células pueden
incluir: alteracion de la morfologia celular, debilitamiento de la célula por el ataque
con sulfatos o cambios en los procesos celulares: crecimiento, muerte y
desintegracion (Acosta & Rodriguez, 1992). El efecto citotoxico puede ser
explicado por un dafo a las membranas celulares y/o nuclear o, indirectamente, a
través de la modulacion de la membrana, permeabilidad de transicion y por lo
tanto la apoptosis. El balance de las aminas oxidasas y las enzimas antioxidantes
parecen ser un punto crucial para la inhibicion o aumento del cancer. Un
desequilibrio de larga duracion de estas enzimas parece ser cancerigeno, en tanto
que para tiempo corto, las aminas oxidasas son citotoxicas para ceélulas

cancerosas (Toninello et al., 2006).

Normalmente, la divisidbn celular, el transporte intracelular, la motilidad
celular, la sefalizacion celular y el mantenimiento de la forma celular son todas
dependientes de la dinamica altamente regulada por procesos de inestabilidad del
sistema tubulina/microttbulo. ElI complejo de microtubulos ha demostrado ser un
objetivo importante en el desarrollo de agentes terapéuticos contra el cancer, los
alcaloides vinca y paclitaxel (Taxol aislado del arbol Taxus brevifolia), ha
demostrando ser un agente que interactia sigificativamente con microtubulo,
suceso clinico de importancia en el tratamiento de los canceres de mama, pulmon

y ovario (Isbrucker et al., 2003).
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El mecanismo de accion del paclitaxel incluye la polimerizacion prematura
de la tubulina, resultando hiperestable la formacion de microtubulos, la inhibicién
de la proliferacion celular en la fase G,/M del ciclo celular, la desorganizacion del
huso mitotico y la muerte celular. A pesar del éxito clinico del paclitaxel y sus
derivados semi-sintéticos como el dedocetaxel (Taxotere), el uso de estos
compuestos ha sido limitado por la baja solubilidad, efectos secundarios
indeseables, baja biodisponibilidad, limitada eficacia a la P-glicoproteina (P-gp)
gue expresan resistencia multiple a las drogas en varios tipos de cancer. Debido a
estas incongruencias se ha hecho hincapié en la necesidad de mayor eficacia y de
nuevos agentes que interactien con microtubulos. Los organismos marinos han
demostrado ser una rica fuente de metabolitos secundarios bioactivos con

potenciales propiedades anticancerigenas (Isbrucker et al., 2003).

Perspectivas de estudio.

La diversidad quimica encontrada en los invertebrados marinos, es
resultado de la necesidad evolutiva de defenderse en un medio altamente
competitivo, por lo que se han desarrollado mecanismos bioquimicos que les
permiten producir compuestos bioactivos para multiples propésitos (Darias-Jerez,
1998). Los resultados de este trabajo permitieron determinar que los
equinodermos y gorgonidos estudiados presentaron una amplia gama de
actividades biol6gicas que pueden ser de interés desde el punto de vista
farmacéutico. En especifico, para el erizo E. thouarsii y la estrella de mar M.
bradleyi los resultados son bastante prometedores y de acuerdo a la revision
bibliografica, los estudios son practicamente nulos para estas especies, por lo que
resulta prioritario continuar con su estudio quimico hasta aislar y elucidar las
moléculas responsables de dicha actividad. Por otra parte, la bioprospeccion y el
establecimiento de especies con potencial farmacolégico también debe ser
abordado desde un punto de vista de uso sostenible de la biodiversidad y una
distribucion equitativa entre los beneficios y la conservacién (Melgarejo et al.,
2002).
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9. CONCLUSIONES.

Para la prueba de actividad antibacteriana, los extractos de cuerpo y
visceras del erizo Eucidaris thouarsii fueron activos frente a Staphylococcus

aureus.

Por otra parte los resultados de las pruebas de hemolisis y actividad
antiinflamatoria fueron mas prometedores. Los extractos que presentaron la mejor
hemolisis fueron Mithrodia bradleyi, Holoturia pluricuriosa y Acantaster planci, lo

cual posiblemente se debe a la presencia de saponinas y/o hemolisinas.

En el caso de la actividad antiinflamatoria fueron los extractos de Mithrodia
bradleyi y Leptogorgia rigida los que presentaron los mejores resultados.

El estudio quimico de los organismos mas activos Leptogorgia rigida,
Eucidaris thouarsii y Mithrodia bradleyi indicaron que presentan una buena

actividad antiinflamatoria, antioxidante, hemolitica y citotoxica.

Con este estudio, se hace evidente que los invertebrados analizados,
provenientes de las costas de Baja California Sur, representan una excelente

opcion para el descubrimiento de sustancias con potencial farmacolégico.

Una investigacibn mas profunda de la quimica de cada uno de estos
organismos, puede representar una valiosa informacion en el campo de los
productos naturales marinos. La actividad que mostraron los extractos y fracciones
de los organismos seleccionados, sugieren que se pueden aislar compuestos
guimicos con actividades biolégicas significativas de interés farmacologico y

clinico.
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11. ANEXOS.

Anexo |. Listado taxonomico.
Cnidaria Hatschek, 1888
Anthozoa Ehrenberg, 1834
Gorgonacea Lamouroux, 1816
Gorgoniidae Verrill, 1896
Pacifigorgia adamasii Verril, 1868
Leptogorgiarigida Verril, 1864
Echinodermata Klein, 1734
Asteroidea de Blainville, 1830
Spinulosida Perrier, 1884
Acanthasteridae
Acanthaster planci Linnaeus, 1758
Mithrodiidae Viguier, 1878
Mithrodia bradleyi Fisher, 1906
Valvatida Perrier, 1884
Ophidiasteridae Verrill, 1870
Pharia pyramidatus Gray, 1840
Phataria unifascialis Gray, 1849
Oreasteridae Fisher, 1911
Pentaceraster occidentalis
Echinoidea Leske, 1778
Cidaroida Claus, 1880
Cidaridae Gray, 1825
Eucidaris thouarsii Valenciennes, 1846
Diadematoida Duncan, 1889
Diadematidae Gray, 1855
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Centrostephanus coronatus Verill, 1867
Echinoida Leske, 1778
Echinometridae Troschel, 1872
Echinometra vanbrunti Agassiz, 1863
Temnopleuroida Mortensen, 1942
Toxopneustidae Troschel, 1872
Toxopneustes roseus A. Agassiz, 1863
Holothuroidea de Blainville, 1834
Aspidochirotida Grube, 1840
Holothuriidae Ludwig, 1894

Holothuria pluricuriosa Deichmann, 1937
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Anexo Il. Curva estandar de proteina (albumina) para el método de Lowry.

Se realizaron 3 experimentos independientes para cada una de las

concentraciones (tabla 21) y posteriormente se realiz6 la curva (figura 49) con el

promedio obtenido de estos experimentos para obtener la ecuacion de la recta,

con la cual se determind la cantidad de proteina presente en el cerebro de la rata.

Tabla 12. Concentracion de albumina y su densidad 6ptica a 540 nm por el

método de Lowry.

Concentracion

Densidad 6ptica a 540 nm

(Mg mL™) Curval | Curva?2 | Curva3 Promedio
0 0 0 0 0
25 0.1495 0.1485 0.1 0.133+0.01634
50 0.1865 0.1825 0.1965 0.189+0.00416
75 0.2815 0.2885 0.2765 0.282+0.00348
100 0.3625 0.3645 0.3815 0.370+0.00603
150 0.4625 0.4815 0.487 0.477+0.00742
200 0.6375 0.595 0.593 0.609+0.01451
250 0.704 0.726 0.7505 0.727+0.01343

Curva estandar de proteina por el método de Lowry

0.8 -
0.7 -
0.6 -

0.4
0.3
0.2
0.1

¢ % (Promedio de tres curvas)

Y=A+B"*
X

Parameter Value
A 005012

Linear Regression for Data 1_mean:

Error
0.01723

B 0.0028 1.28E-04

N

=] P
0.99376 0.02971 B <0.0001

Densidad 6ptica a 540 nm

25

50

75

100

150

200 250

Concentracion de albamina (ug mL1) en 200 pyL

Figura 11. Curva estandar de albumina para la determinacion de proteina por el

método de Lowry.
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Anexo lll.

Tabla 13. Revision bibliografica de estudios quimicos de los organismos

seleccionados con mayor potencial bioactivo.

ORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS

Leptogorgia ceratophyta | Antitumoral Lesniak & Liu, 1982
gilchristi Citotoxico Faulkner, 1986
laxa Antibacteriano Costlow et al., 1988
piccola Céancer antiesofagico Gerhart et al., 1988
sarmentosa | Antiinflamatorio Roussis et al., 1991
setacea Fungiestatico Rodriguez, 1995
virgulata Antiincrustante Herencia et al., 1998

Hemoglutinante

Clare et al., 1999

Garrido et al., 2000
Gutiérrez et al., 2005
Keyzers et al., 2006

Shapo et al., 2007
Boonananwong et al., 2008
Ortega et al., 2008

Acanthaster planci

Toxicidad en ratones
DNAasas
Anticoagulante
Efectos
hemodinamicos y
hematolégicos en
perros

Efectos
cardiovasculares en
ratones

Alzheimer
Parkinson

Shimizu, 1971

Nomoto et al., 1974
Kanazawa et al., 1974
Kitagawa y Kiboyashi, 1977
Kitagawa y Kobayashi, 1978
Fusetani et al., 1984

Pizza et al., 1985

D Auria et al., 1990
Kawano et al., 1990
Komori et al., 1990

Yara et al., 1992

Shiroma et al., 1994
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Tabla 13. Continuacion...

ORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
Antiviral Karasudani et al., 1996
Anticancerigena Aniya, 1997

Acanthaster planci

Actividad
meionecrotica

Antiincrustante

Inagaki et al., 1998
Koyama et al., 1998
Miyamoto et al., 2000
Shiomi et al., 2004
Ojika et al., 2006
Guenther et al., 2007
Maoka et al., 2010
Luo et al., 2011
Mutee et al., 2012
Savitri et al., 2012

Holoturia

atra
leucospilota
spp

polii

grisea
nobilis
scabra
tubulosa
forskalii
fuscocinerea

pulla

Antioxidante y
hepatoprotectiva en
ratones

Antitumoral
Cosmeéticos (cuidado
de la piel)

Actividad
schistosomicida
Antifungico
Antiincrustante
Antiinflamatoria
Antibacterial
Antiviral

Hemolitica

Shimada, 1965
Pocsidio, 1983
Rodriguez et al., 1991
Ridzwan et al., 1995
Herencia et al., 1998
Selvin & Lipton, 2004
Wu et al., 2007

Yi et al., 2008

Han et al., 2012
Melek, 2012

Qu, 2012

Esmat et al., 2013

Mithrodia clavigera

Citotoxico

Levina et al., 2011
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