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Resumen

Los equinodermos son animales invertebrados exclusivamente marinos que han
evolucionado en dicho ecosistema desde hace mas de 600 millones. Los pepinos de mar
u holoturias fueron descritos por primera vez en 1758 por Linnaeus y pertenecen al
Phylum Echinodermata, a la clase Holothuroidea. Estos animales son organismos
bentonicos que estdn expuestos a un gran numero de agentes patdgenos como bacterias,
virus u hongos. Algunos de estos pueden causarles graves dafos, por ello, es vital la
produccidn de sustancias para combatirlos. Dichas sustancias son fuentes de productos
naturales marinos (PNM) que son compuestos procedentes de organismos que habitan en
el mar y desde hace décadas se han investigado como fairmacos por su potencial frente a
cancer y enfermedades infecciosas. Aunque la mayoria de los farmacos proceden de
recursos terrestres, la mayor variabilidad genética de organismos marinos hace que sean
una mejor fuente de PNM. Actualmente hay mas de 32.000 estudios que evidencian la
actividad biologica de compuestos de holoturias, pero para hallar estas moléculas, el
primer paso es testar los extractos. En este estudio se ha analizado la actividad bioldgica
de extractos de pared corporal y tibulos de Cuvier de tres grupos de Holothuria sanctori
(holoturias de cautividad, de biofiltro y silvestres) frente a bacterias patogénicas en
animales de acuicultura y humano y lineas celulares de tumores s6lidos humanos ya que
las infecciones bacterianas son la primera causa de pérdidas econdmicas en acuicultura,
mientras que el cancer es la segunda causa de muerte en humanos en el mundo. El amplio
espectro de compuestos obtenidos de los pepinos de mar se ha llevado a cabo mediante
extracciones quimicas con n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol y agua.
Algunos de estos extractos tuvieron actividad antimicrobiana frente a Photobacterium
damselae, Vibrio  parahaemolyticus, Vibrio anguillarum y  Streptococcus
agalactiae. Dichos extractos con actividad positiva se probaron en células SAF-1 de
Sparus aurata y N2A de raton. Los extractos con actividad antimicrobiana y baja o nula
citotoxicidad in vitro en cultivos celulares son candidatos potenciales para desarrollar
farmacos frente a bacterias. Ademas, los extractos de diclorometano de HC (holoturias
de cautividad) tuvieron gran actividad citotdxica frente a cinco lineas celulares tumorales:
A549, HelLa, SW1573, T-47D y WiDr, con su maximo valor en céncer de pulmén
bronquio-alveolar SW1573, con una GI50<0,625 pg/ml. Los extractos de diclorometano
de HS (holoturias silvestres) y de metanol de HC y HS también mostraron cierta actividad
frente a las anteriores células. Por ultimo, se fracciond en seis partes el extracto que
produjo mas mortalidad en células N2A, el de n-hexano de HB (holoturias de biofiltro),
y la porcion 6 del extracto resultd tener la mayor actividad frente a células de cancer de
mama humano (HBL-100) con una GI50=2,7 pg/ml. De este mismo exacto se
identificaron compuestos de la fraccion 2 (un triglicérido de cadena larga con varias
insaturaciones) y de la fraccion 4 (colesterol y 24-metilcolesterol).

Palabras clave: Holoturias, Holothuria sanctori, bacteria, cancer, farmaco y extracto



Abstract

Echinoderms are exclusively marine invertebrate animals that have evolved in this
ecosystem for more than 600 million years. Sea cucumbers were first described by
Linnaeus in 1758 and belong to the Phylum Echinodermata, from the class Holothuroidea
These animals are benthic organisms that are exposed to a lot of pathogenic agents such
as bacteria, viruses or fungi. Some of these can be potentially harmful for echinoderms,
therefore, the production of substances to combat them is vital. These can be source of
natural marine products (NMP), compounds found in organisms that inhabit the sea and
have been investigated for decades as drugs for their potential against cancer and
infectious diseases. Although most drugs come from terrestrial resources, the greater
genetic variability of marine organisms makes them an important source of NMP. There
are currently more than 32,000 studies that demonstrate the biological activity of
holothurian compounds, but to find these molecules, the first step is to test the extracts.
In this study, the biological activity of extracts of body wall and Cuvier's tubules from
three groups of Holothuria sanctori (captive, biofilter and wild) against pathogenic
bacteria in aquaculture animals and humans, as well as in human solid tumor cell lines,
has been analyzed, considering that bacterial infections are the first cause of economic
losses in aquaculture, while cancer is the second cause of death in humans in the world.
The wide spectrum of compounds obtained from sea cucumbers has been carried out by
chemical extractions with n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanol and water.
Some of these extracts had antimicrobial activity against Photobacterium damselae,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio anguillarum and Streptococcus agalactiae. These
extracts with positive activity were tested on SAF-1 Sparus aurata and mouse N2A cells.
Extracts with antimicrobial activity and low or no in vitro cytotoxicity in cell cultures are
potential candidates to develop drugs against bacteria. In addition, the dichloromethane
extracts of HC (captive holothuria) had great cytotoxic activity against five tumor cell
lines: A549, HelLa, SW1573, T-47D and WiDr, with its highest value in bronchial-
alveolar lung cancer, SW1573, with a GI50<0.625 pg/ml. Dichloromethane extracts of
HS (wild holothuria) and methanol extracts of HC and HS also showed some activity
against the above cells. Finally, the extract with the highest mortality in N2A cells, the n-
hexane extract from HB (biofilter holothuria), was divided into six parts, and portion 6 of
the extract turned out to have the highest activity against human breast cancer cells (HBL-
100) with a GI50=2.7 pg/ml. From this extract, some compounds were identified, from
fraction 2 (a long-chain triglyceride with various unsaturations) and from fraction 4
(cholesterol and 24-methylcholesterol).

Keywords: Holothurians, Holothuria sanctori, bacteria, cancer, drug and extract
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Introduccion

1. Panorama global de la acuicultura y pesca mundial

La agricultura lleva abasteciendo de alimento terrestre a humanos desde hace 5.000
afos, mientras que los peces y otros alimentos de origen marino debian ser pescados del
medio natural. Se conocen cultivos de algunas especies acuaticas desde hace 2.000 afios,
pero hasta el siglo X, la acuicultura no fue un recurso proteico suficiente en niveles de
produccion (Boyd et al., 2022). Para lograr la nutricion y la seguridad alimentaria
mundial, todas las personas necesitan tener acceso en todo momento a una provision
adecuada y absorcion de nutrientes de alimentos para que puedan vivir una vida sana y
activa. Eso implica disponibilidad de alimento, seguridad para comerlo, y capacidad

economica de obtenerlo (Norman et al., 2019).

Actualmente el océano se encuentra sobreexplotado por diversos factores, uno de
ellos es la pesca intensiva. Costello ef al., (2020) proponen que la maricultura en
combinacion de medidas adecuadas de conservacion del océano permitiria al océano
proporcionar mas proteina al humano (Boyd et al., 2022). Se ha estimado que el aporte
de la pesca y acuicultura en el consumo humano global de proteinas es del 17% (FAO,
2020a).

El desarrollo de la acuicultura se ha incrementado en gran medida en los tltimos afios
debido a la creciente demanda mundial de pescado y otros alimentos provenientes del
mar. Actualmente es el sector que mas crece en la industria animal (Cao et al., 2007). Del
ano 1950 al 1990 la mayoria de la produccion de animales acudticos para alimento se

obtenian mediante pesca, pero estd tendencia creciente se paralizd a principios de los 90
(Fig. 1).
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Figura 1. Produccién mundial pesquera y acuicola desde 1950 hasta 2018 (FAO, 2020b).
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A partir de este momento se incremento la produccion de organismos de acuicultura
hasta que, en 2016, sobrepaso a la produccion pesquera para consumo humano (FAO,
2020a). Ademas, se observa una gran direccionalidad ascendente en la produccion
acuicola hasta el afio 2018, contribuyendo un 52% de la cosecha acuicola para consumo
humano (FAO, 2020c).

Del total de capturas de especies acuaticas destinadas para consumo humano a lo largo
de los afios, la inmensa mayoria era de origen marino (Fig. 2). No obstante, se aprecia un
lento pero constante incremento de la produccion de capturas en aguas continentales. En
cuanto a la produccion acuicola para consumo humano, las especies marinas y
continentales presentan datos similares, con un ligero predominio de las ultimas (FAO,
2022).
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Figura 2. Produccion mundial de organismos marinos de pesca y acuicultura de agua salada y dulce
(FAOQO, 2022).

1.1 Especies producidas en acuicultura y pesca

En la produccion de la acuicultura mundial se pueden diferenciar distintos grupos
de especies (Fig. 3). Los grupos que mas destacan hasta 2015, en términos de produccion,
son los peces de agua dulce (57%) seguidos de los moluscos (21%). Cabe destacar que
ambos grupos tenian una contribucién similar a la produccion en 1980, pero a partir de la
década de los 90, se disparo la produccion acuicola de peces de agua dulce hasta duplicar
la de moluscos. Los crustaceos tienen una aportacion del 10%, mientras que los peces
marinos todavia contribuyen menos del 5% de la cantidad global total en 2015 (FAO,
2017).
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Figura 3. Tendencias en la produccion acuicola mundial: principales grupos de especies, 1980-2015
(FAO, 2017)

Ademés, es interesante destacar, que, aunque los crustaceos y los peces de agua
salada sean productos de alto valor econdémico, sOlo representan un 24 y 6%,
respectivamente, del valor total de la produccion en 2015 (Subasinghe ef al., 2017). En
términos de produccidon pesquera de animales marinos, los principales grupos son los
pelagicos pequefios como arenques, sardinas, anchoas (22%), y pelagicos grandes como
atunes y marlines (19%), aunque los peces demersales también tienen protagonismo
(12%). El grupo que menos aportd a la produccion pesquera marina en 2009 fue el de

tiburones y rayas con un 1% (FAO, 2011).

1.2 Diversificacion de especies en acuicultura

La diversificacion de especies se plantea como una opcion para lograr el desarrollo
sostenible de la acuicultura para el futuro. La diversificacion se puede abordar de muchas
maneras, incluidos los sistemas de produccion, mercados y especies criadas (Metian et
al., 2020). Ademas, se puede abordar a través de varios enfoques principales: aumentando
el numero de especies cultivadas, incrementando la uniformidad de las especies
cultivadas y aumentando la diversidad dentro de las especies actualmente cultivadas
mediante el desarrollo de nuevas cepas (FAO, 2016). En la siguiente tabla (Fig. 4) se
muestra la variacion en el nimero de especies de acuicultura cultivadas desde 1980 a
2017.



1980 2000 207

Fish &4 146 212
Crustaceans 13 28 30
Molluscs 25 53 65
Amphibians and Reptiles 3 3 3
Other invertebrates 0 0 2
Aguatic plants 9 8 20
Total 114 238 332

Figura 4. Especies producidas a nivel global en acuicultura ordenadas por grupos principales (FAO,
2019)

Se aprecia que el grupo que presenta mayor diversificacion atendiendo al
incremento del numero de especies es el de los peces ya que aumenta de 64 a 212. La
acuicultura de anfibios y reptiles no ha aumentado nada con el paso del tiempo ya que la
cifra de especies sigue paralizada en 3. Sumando las especies de todos los grupos puede
verse que casi hay tres veces mas especies introducidas al cultivo en acuicultura en 2017
respecto a 1980 (FAO, 2019). Este fenomeno, en parte, es posible gracias a la capacidad
de inducir desove en algunas especies, pero al no conocerse los métodos en todas las
especies, es un tema sujeto a investigacion. Esto fomenta que la acuicultura sea la practica
de cultivo mas diversa del mundo en términos de numero de especies, métodos de cultivo
y ambientes utilizados (Metian et al., 2020). La investigacion en reproduccion y nutricion
en acuicultura ha hecho posible que actualmente haya cultivos de especies de rapido
crecimiento como el medregal o cultivo de especies ornamentales con alto valor

econdémico.

1.3 Técnicas de acuicultura integrada

Gracias a esta diversificacion, se ha producido un notable avance en acuicultura,
no solo por la capacidad de cultivar nuevas especies, sino también la utilizacién de nuevos
métodos de cultivo y entornos que permiten cultivar varias especies juntas. Hoy en dia
existen policultivos conde cohabitan més de una especie y son especialmente interesantes

para aumentar la productividad (Kim ez al., 2022).

Se puede establecer una complementariedad de produccion de especies sobre la
base de interacciones multitroficas, que implican una perspectiva integrada de
agroacuicultura. Los desechos organicos de un sistema de cultivo sirven como fuente de
alimentacion para otro sistema con mayor integridad ecoldgica (Fig. 5), lo que aumenta
el rendimiento de los sistemas de acuicultura (Kim et al., 2022). A finales del siglo XX,

la aplicacion de practicas de acuicultura integrada contribuy6 a la mejora de la acuicultura



multitréfica integrada (IMTA) y la agricultura-acuicultura integrada (IAA) (Metian et al.,
2020).
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Figura 5. Ilustracién esquematica de la acuicultura basada en el principio de complementariedad
mejorada a través de interacciones troficas entre especies combinadas (Kim et al., 2022).

En IMTA, el flujo de agua apoya las interacciones multitréficas. Este principio
permite la utilizacién de los desechos de un sistema acuicola como fuente de alimento
para otro. Por ejemplo, las especies de peces se crian en base a la alimentacion con
alimentos formulados. Las especies extractivas de mariscos utilizan materia orgédnica
disuelta, y las algas marinas extraen el contenido inorgdnico provenientes de heces y
alimentos no ingeridos que consumen las especies detritivoras, como pueden ser los
pepinos de mar (Kim et al., 2022).

2. Los pepinos de mar
2.1 Descripcion taxondmica

El filo Echinodermata (procedente del griego, “echinos” es espinoso y “derma”
significa piel) incluye animales invertebrados exclusivamente marinos que viven en dicho
ecosistema desde hace mas de 600 millones de afios. Estda constituido por
aproximadamente 7.000 especies y es el segundo mayor grupo de deuterostomos
(Romano et al., 2022). Los equinodermos pueden dividirse en cinco clases: Echinoideos
(erizos de mar), Holothuroideos (pepinos de mar), Crinoideos (plumas de mar),

Asteroideos (estrellas de mar) y Ophiuroideos (ophiuros) (Pérez, 2014).



Los pepinos de mar u holoturias fueron descritos por primera vez en 1758 por
Linnaeus. Su clasificacion taxondmica inicialmente dependia de un criterio anatdmico y
morfologico, segun si presentaba arboles respiratorios y pies en forma de tubos para
desplazarse (Theel, 1886). Se propusieron otros criterios para la clasificacion de estos
invertebrados: por la forma de los elementos calcareos que poseen en la dermis (osiculos),
o analizando sus tentaculos en cuanto a forma y nimero. A medida que avanzod el
conocimiento de técnicas genéticas se consiguid establecer relaciones filogenéticas y

consensuar la clasificacion taxondmica (Uthicke ez al., 2010).

Las holoturias o pepinos de mar son animales invertebrados que pertenecen al
Phylum Echinodermata, a la clase Holothuroiudea, la cual se divide en tres sublclases:
Dendrochirotacea, Aspidochirotacea y Apodacea. El sujeto de estudio pertenece al género
Holothuria, y la especie es Holothuria sanctori (Borrero-Pérez et al., 2010). El animal

que se utiliza en el presente estudio posee la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino: Animalia

Filo: Echinodermata

Subfilo: Echinozoa

Clase: Holothuroidea

Subclase: Actinopoda

Orden: Holothuriida

Familia: Holothuriidae

Género: Holothuria

Especie: Holothuria (Platyperona) sanctori

2.2 Descripcion biologica

Las holoturias presentan un cuerpo de forma cilindrica y alargada, de ahi su
nombre vulgar de pepino de mar. Su morfologia y composicion les confieren gran
elasticidad y adaptacion a diferentes formas segun el espacio. El tamafio puede oscilar
desde milimetros hasta 5 metros. Generalmente poseen simetria horizontal pentaradial
(eje oral-aboral) y secundaria bilateral (dorso-ventral). La parte dorsal se denomina
bivium (Fig. 6B, g) mientras que la parte ventral, denominada trivium (Fig. 6B, h), posee
pedicelos, pies tubulares locomotores o podia locomotores para permitir el movimiento.
Estos apéndices son expansiones de la pared corporal que forman tubitos que en el interior
albergan una ramificacion del sistema hidrovascular, y terminan en una estructura
concava que actua como ventosa. Las papilas han perdido esta ventosa terminal y su
aspecto es tubular, quedando reducidas al apice de una estructura de forma de cono. En

la mayoria de holoturias, los podia ventrales aparecen como pedicelos mientras que los



dorsales son papilas. Alrededor de la boca (Fig. 6A, b) se aprecian tentaculos retractiles
(Fig. 6A, a) que se usan para recolectar comida y enviarla a la boca (Gonzalez, 2012). El
numero y la forma de estos tentaculos varian segtn los habitos alimenticios (Carney y
Carey, 1982). Los tentdculos son una caracteristica para discernir entre grupos de
holoturias. La boca (Fig. 6A, b) y el ano (Fig. 6A, f) estdn en extremos opuestos del

cuerpo.

Las espiculas, también llamadas osiculos, depdsitos o corpusculos calcareos y
escleritos, se extienden por la dermis del cuerpo de los tenticulos, papilas, pies
ambulacrales, asi como el mesenterio y otras estructuras internas. Estdn compuestas de
carbonato calcico, en la forma de calcita mineral constituyendo un cristal unitario Se
diferencian en la forma dependiendo sobre la especie y zona estudiada de un individuo
(Gonzalez, 2012). Alguna especie como H. sanctori poseen papilas (Fig. 6A, e) con

distribucion aleatoria en la superficie dorsal del cuerpo.

Figura 6. Morfologia externa (A y B) de una holoturia (H. sancfori): a) tentdculo; b) boca; ¢) membrana
bucal; d) suela ventral de pedicelos; e) papilas; f) ano; g) bivium; h) trivium (Gonzélez, 2012) (A) y
https://www.cibsub.cat/bioespecie_es-holothuria_sanctori-36771 (B).




La pared corporal tiene un grosor diferente segtin la especie, variando también su
capacidad contractil. La coloracion de su cuerpo viene dada por la presencia de granulos
que poseen pigmentos. La superficie corporal estd cubierta por una fina cuticula seguida
de una capa de epidermis. Debajo de la epidermis se encuentra la dermis, compuesta por
tejido conjuntivo laxo, que contiene la mayoria de las espiculas y el plexo nervioso. A la
capa dérmica le siguen los musculos circulares de fibras lisas y células largas y delgadas,
y luego los musculos longitudinales que constituyen cinco bandas radiales anchas. La

superficie interna del cuerpo esté revestida por un peritoneo ciliado (Gonzélez, 2012).

En su cavidad interior, las holoturias constan principalmente de tracto digestivo,
gbénadas y arboles respiratorios. Partiendo del extremo oral, lo primero que encontramos
son los tentaculos (Fig. 7a) que protegen la boca, y si nos adentramos mas al interior
encontramos la faringe (Fig. 7c) que atraviesa el anillo calcéreo (Fig. 7k), formado de
carbonato calcico. Justo debajo se encuentra el anillo nervioso y las vesiculas acuiferas
que forman parte del sistema hidrovascular. Del anillo acuifero o canal anular (Fig. 71),
que rodea la faringe y esta sustentado por el anillo calcareo, salen dos tipos apéndices: las
vesiculas de Poli (Fig. 7e) (funcidn de reservorio) y el canal pétreo (Fig. 7k) (funcion de
union) (Gonzalez, 2012).

Mas internamente se encuentra el esdéfago de corto tamafio al que le sigue el
estomago (Fig. 70) y posteriormente el intestino (Fig. 7h) de gran longitud, pero poco
grosor y plegado dentro de la cavidad celomica, con dos tramos descendentes y uno
ascendente entre ellos. La ultima parte del tracto digestivo es la cloaca (Fig. 71), que es
una expansion conectada con las paredes del interior por fibras musculares y tejido

conjuntivo, que da paso al exterior por medio del ano (Gonzélez, 2012).
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Figura 7. Anatomia interna de una holoturia: a) tentdculo; b) introverto; c¢) faringe; d) musculos
retractores; e) vesicula de Poli; f) génada; g) arbol respiratorio; h) intestino; i) cloaca; j) canal tentacular;
k) anillo calcareo; 1) anillo acuifero; m) canal pétreo; n) madreporito; o) estdbmago; p) musculos
longitudinales; q) canal radial; r) pedicelo; s) ano (Gonzalez, 2012).

El tracto digestivo se sostiene por un mesenterio que a veces consta de tres
fracciones: mesenterio dorsal (que soporta al es6fago, estdbmago y una parte del intestino)
izquierdo y ventral. En algunas especies, como Holothuria sanctori, aparecen unos
organos formados por tubos blanquecinos que pueden expulsar, situados proximos al ano.
Estos d6rganos son los tibulos de Cuvier y son proyectados al exterior cuando el animal
se siente amenazado. Al tocar el agua del medio, los tibulos se hacen solidos y se agregan
formando un entramado pegajoso que se adhiere con gran eficacia al posible predador o
enemigo (Gonzalez, 2012).

El sistema vascular del animal presenta un anillo hemal que rodea faringe, del cual
parten ramificaciones que, junto a los canales acuiferos, van hacia los tentadculos y hacia
el resto del cuerpo. Ademas, este sistema hemal consta de dos senos principales situados
a lo largo del tubo digestivo. El sistema nervioso no consta de cerebro, pero posee un
anillo nervioso en la membrana bucal. De este anillo sale un nervio ganglionado hacia el
interior de cada tentaculo y un nervio radial hacia cada ambulacro pasando a través de los

huecos del anillo calcareo (Gonzalez, 2012).



Aparentemente no existe un dimorfismo sexual claro en holoturias, ni hay
hermafroditismo, son especies dioicas. Poseen s6lo una gonada formada por uno o dos
haces de tubos y expulsan los gametos por el gonoporo, proximo a la corona tentacular
(Gonzélez, 2012). Actualmente se ha cerrado el ciclo reproductivo de algunas especies
de holoturias para criarlas en cautividad con fines culinarios. En Europa la primera
especie en estudiarse para cultivar fue Holothuria arguinenesis (Dominguez-Godino et
al.,2015),y, de hecho, la primera empresa en comercializar este pepino de mar es llamada
Guatizamar y se encuentra en Cadiz, Espafia. Solo un estudio ha probado ensayos
experimentales de cultivo de Holothuria sanctori (Abdelrazek, 2020), con resultados
prometedores llegando hasta la fase de auricularia tardia, pero se requiere mas

investigacion en este &mbito para optimizar los procesos larvarios y postlarvarios.

2.3 Distribucion y ecologia

Los pepinos de mar u holoturias se extienden practicamente por todas las areas
del planeta, desde las aguas calidas de las zonas tropicales, hasta los polos (Pérez-Ruzafa,
1984). Estos animales se pueden encontrar tanto en zonas a gran profundidad como en
areas poco profundas (Richmond et al. 1996). Dependiendo de la especie su distribucion
varia segiin sus habitos. En cuanto al habitat, es muy variado también. Hay algunas
especies que viven en praderas de fanerdégamas marinas como Holothuria mammata, que
se puede encontrar en la isla de Gran Canaria. Otras especies como Holothuria sanctori
prefieren vivir en cavidades o sobre rocas. También hay otras como Holothuria tubulosa
que prefieren espacios mas desprotegidos como lechos de fango o arena (Gonzalez,
2012).

En Gran Canaria pueden encontrarse Holothuria sanctori (la especie mas
abundante), Holothuria arguinensis y Holothuria mammata. Ademaés, en las Islas
Canarias se pueden encontrar otras especies mas dificiles de ver en las zonas mas
occidentales, Euapta lappa y Holothuria forskali (Navarro et al., 2013). En Canarias
también se ha descrito la presencia de Holothuria dakarensis (Ruzafa et al., 1992).

Ecologicamente son organismos muy importantes para el ecosistema ya que mejoran la
productividad del ambiente marino. Las holoturias son detritivoras y su dieta se basa en
materia organica, detritos y plancton (Roberts y Bryce, 1982). Esta eliminacion de materia
organica que contiene el sedimento, en comunidades bentdnicas, promueve el reciclaje
de nutrientes. También actian como agentes de bioturbacién mediante actividades de
ingestion, defecacion y desplazamiento (Uthicke, 2001; Slater y Carton, 2009). Asi,
fomentan el movimiento y oxigenacion del suelo y evita la estratificacion (Bakus, 1973;
Richmond y Martinez, 1993).
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3. Usos de los pepinos de mar

3.1 Uso como alimento

Econdmicamente son muy apreciados porque se usan como alimento, muchas
especies de pepino de mar se cosechan y se secan comercialmente para consumo humano.
Nutricionalmente, los pepinos de mar tienen un perfil bajo en grasas y alto en proteinas
(Shi et al., 2016), y, ademads, poseen sustancias fisioldgicamente activas como vitaminas
(A, C, Bl1, B2, B3), elementos traza (Magnesio, Hierro, Zinc y Calcio) polisacaridos
(condroitin sulfato) y glucosidos de saponina (Graniel-Sabido ef al., 2016; Bordbar et al.,
2011).

Este preciado alimento en la cultura oriental se puede servir cocido, en escabeche
o incluso crudo. Lo mas usual es servir la parte de la pared del cuerpo, aunque también
se consume los intestinos y gonadas en escabeche (Gonzalez, 2012). La pared corporal
comercializada como producto seco adquiere el nombre de “trepang” o “Béche-de-mer”
(Fig. 8). Este producto seco puede alcanzar valores econdmicos muy elevados de hasta
80-100 $ por unidad y es conocido mundialmente. Segun el pais, este producto se conoce
como, como “Hai-som” en China, “Namako” en Japon, “Haishen” en Tailandia y
“Teripang” en Indonesia (Purcel et al., 2012). Los intestinos fermentados reciben el

nombre de “konowata” y la gonada seca es “kuchiko” (Stutterd y Williams, 2003).

Figura 8. Pepinos de mar secos: Béche-de-mer (Stutterd y Williams, 2003).

En Espafia el pepino de mar se consume en la costa este del Pais y en las Islas
Baleares bajo el nombre de Espardefias. Este alimento se vende en lonjas locales y puede
alcanzar precios de 100-150 euros por kg. Stichopus regalis es la especie que mas se

consume en estas zonas (Gonzalez, 2012).
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3.2 Uso ornamental

Hay ciertas clases de holoturia que se usan en acuarios como especies
ornamentales. Encontramos ciertas especies de la familia Cumaridae que destacan por su
viva coloracion: pepino de mar amarillo (Colochirus robustus), pepino de mar espinoso
(Colochirus quadrangularis), manzana de mar (Pseudocolochirus violaceaus) (Kumara
et al., 2013). Esta ultima especie, que es la que presenta una coloracion mas llamativa y
sorprendente, posee el mayor valor econdmico en el mercado (Fig. 9) (Bugs et al., 2003).
Ademas, hay otras especies en el mercado ornamental como Holothuria Hilla, Holothuria
Edulis, Holothuria leucospilota 'y Holothuria atra (Rhyne et al., 2017; O’Hara y Byrne,
2017). Por ultimo, algunos experimentos apuntan a que hay mas especies que puedan

adaptarse a la vida en acuario como Holothuria tubulosa (Bulteel et al., 2020).

Figura 9. Manzana de mar o pepino manzana de mar (Pseudocolochirus violaceaus) en acuario
(https://www.aspasiadive.es/wp-content/uploads/2015/07/3.-IMG_8615.jpg).

3.3 Uso medicinal

También tienen un uso medicinal, particularmente en Asia, y se utilizan para tratar
heridas, eccemas, artritis, hipertension e impotencia. Ademads, es utilizado como
afrodisiaco y para la produccion de compuestos bioactivos (Esmat ez al., 2013). En China,
las holoturias son un ténico para la salud, y se han usado en ancianos para combatir la
debilidad, el estrefiimiento y la micturia. Hay sustancias como el balsamo de holoturia
que se pueden encontrar en otros productos como aceite de linimento, que suelen
utilizarse tdpicamente para aliviar el dolor muscular y articular (Poh-Sze, 2004). Su
utilizacion como remedio tradicional se registra desde la dinastia MING (1368-1644 AC)
y su consumo se ha convertido en una costumbre local arraigada a la cultura china (Chen,
2004).
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Los equinodermos, al ser organismos bentonicos, estan expuestos a un gran
nimero de agentes patogenos como bacterias, virus u hongos. Algunos de estos pueden
causarles graves dafios, por ello, es vital la produccion de sustancias para combatirlos
(Haug et al., 2002). También pueden estar expuestos a diferentes tipos de estrés ecoldgico
que los lleve a producir metabolitos. Como la competicion por el espacio y comida,
predacion o el mantenimiento de sus superficies sin el fendémeno de fouling por parte de

otros organismos (Ali y Tamilselvi, 2016).

Se han descrito actividades y propiedades biologicas y farmacologicas en muchas
especies de holoturias, entre ellas, las de actuar como anticoagulante, anticancerigeno,
antitrombotico, antimicrobiano, antioxidante, antihiperlipidémico, antihiperglucémico,
antiinflamatorio, antihipertensivo y radioprotector (Bordbar etz al., 2011). Este potencial
biologico proviene de extractos y metabolitos de los pepinos de mar. Los compuestos
bioactivos que confieren los beneficios medicinales y propiedades biologicas son
especialmente glucosidos triterpénicos, mucopolisacaridos acidos, bases esfingoides,
glucolipidos, condroitin sulfato fucosilado, polisacaridos, fosfolipidos y cerebrosidos
(Shi et al., 2016).

En resumen, al igual que otros organismos marinos interesantes, la explotacion de
las holoturias esta creciendo de forma exponencial debido a sus utiles propiedades

nutritivas, biologicas y farmacéuticas (Graniel-Sabido et al., 2016).

4. Compuestos bioactivos del medio natural marino

Mas del 70% de la superficie de nuestro planeta esta cubierta por agua, y la gran
mayoria de estos ecosistemas son marinos (Rotter et al., 2022). Esto hace que mas del
80% de todas las especies de animales y vegetales se encuentren en los océanos (Pérez,
2014). Dependiendo de la profundidad del medio marino algunos parametros como la
presion, temperatura, luz o salinidad pueden verse afectados, y con ello, varia el tipo de
especies que habitan ¢l (Rotter ef al., 2022). Los productos naturales marinos (PNM) son
compuestos que proceden de organismos que habitan en el mar y desde hace décadas se
han investigado como fadrmacos por su potencial frente a cancer y enfermedades
infecciosas. Aunque la mayoria de los farmacos proceden de recursos terrestres, la mayor
variabilidad genética de organismos marinos hace que sean una mejor fuente de PNM
(Romano et al., 2022). Debido a las numerosas adaptaciones a diferentes factores
ambientales, muchos animales y plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios

unicos, biopolimeros, compuestos bioactivos o enzimas (Khotimchenko, 2018). Estos
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productos son muy importantes en la industria farmacéutica, cosmética y biomédica
(Romano et al., 2022).

La aparicion de estos potenciales biologicos ha sido posible gracias al descubrimiento
de compuestos bioactivos, generalmente mediante screening aleatorios. El primer
compuesto biologicamente activo obtenido de un organismo marino vino con el
aislamiento de C-nucledsidos: la espongouridina y la espongotimidina. Estos compuestos
se descubrieron en la década de los 50 y procedian de una esponja caribefia, Cryptotheca
crypta (Satheeshkumar et al., 2010). Estos dos compuestos sirvieron como base para las
posteriores moléculas andlogas que se sintetizarian quimicamente buscando actividad
biolodgica (Pérez, 2014). De esta manera, se empezaron a sustituir los aziicares de estos
nucledsidos (no reconocidos por sistemas bioldgicos) por radicales aciclicos o azucares
ciclicos manteniendo las bases nitrogeneadas (Cragg y Newman, 2005). Asi se obtuvieron
compuestos como la azidotimidina (Retrovir®) o citarabina (Cytosar-U®) utilizados
frente al VIH y tumores, respectivamente (Satheeshkumar ef al., 2010). La citarabina
(Ara-C) fue el primer agente procedente del mar usado contra la leucemia mieloide aguda
y el linfoma no Hodgkin y el farmaco antiviral Ara-A frente al Virus Herpes Simple
(Goémez-Archila et al., 2014).

El descubrimiento de la briostatina-1, un metabolito con actividad anticancerigena
extraido del briozoo Bugula neritina, marcd inicio en la busqueda de compuestos
bioactivos de extractos animales marinos. Este compuesto se empezd a estudiar en
Meéxico en 1968, y mediante cristalografia se logré averiguar su estructura quimica en
1982 (Pettit et al., 1982).

En 1969, como parte de un programa de deteccion de actividad biologica en material
vegetal y marino, se encontrd6 que un extracto de etanol de organismo marino
(Ecteinascidia turbinata) mostraba actividad anticancerigena (Cuevas y Franchesch,
2009). Este alcaloide procedente del tunicado caribefio producia su actividad
anticancerigena mediante la union al ADN de las células tumorales (Lind, 2008). En
1996, Harvard EJ Corey descubri6 un método de produccién sintética de la trabectidina
ya que a partir del organismo el rendimiento era muy bajo. Después la empresa
Pharmamar fue autorizada para su comercializacion mediante un proceso semi sintético
a partir de un antibidtico (Safracina B, obtenido de la fermentacion de la bacteria
Pseudomonas fluorescens) siendo eficaz contra sarcoma de tejidos blandos y cancer de
ovarios. Actualmente se conoce con el nombre comercial de Yondelis® (Gonzalez-
Gallego, 2016).
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Como consecuencia de estos descubrimientos y del desarrollo de técnicas de
extraccion y protocolos experimentales, la quimica de productos naturales marinos ha
crecido de manera exponencial. En la actualidad existen més de 27.000 productos
naturales que se han aislado e identificado de procedencia marina (Hu et al., 2015;
Khotimchenko, 2018).

4.1 El céancer: un problema de salud publica. Metabolitos anticancerigenos de

origen marino.

El cancer es una enfermedad de caracter devastador cuya incidencia ha aumentado
en las ultimas décadas hasta ser, actualmente, la segunda causa de muerte en todo el
mundo, por detrds de las enfermedades cardiovasculares (Falcon et al., 2022). En 2018
los tipos de cancer con mayor incidencia de los 18 millones diagnosticados fueron el de
pulmén (2.09 millones de casos), mama (2.09 millones de casos), y prostata (1.28
millones de casos). Se estima que a partir de 2060 el cancer sea la primera causa de muerte
mundial (Mattiuzzi et al., 2019). Segun un estudio de 2020 con datos de la OMS de todo
el mundo, el cancer que mas muertes caus6 en hombres fue el de pulmoén (21,5%) y el de
mama en mujeres (15,5%), y el orden de la incidencia de los tipos de cancer no cambi6
respecto a 2018. Les siguieron en mortalidad el cancer de higado, estdmago, cérvix
uterino, prostata y colon (Ferlay et al., 2021). La incidencia de cancer de colon ha
aumentado en paises desarrollados, se estima que superara al cancer cervical en 10-15
anos (Urbute et al., 2022).

Para comprender esta enfermedad, se debe saber que fisiolégicamente nuestro
organismo es capaz de producir células constantemente para un correcto funcionamiento
de todos los 6rganos. Cuando una célula se dafia o envejece, ésta debe reemplazarse o
repararse para seguir cumpliendo su mision (Pérez, 2014). Durante el ciclo celular hay
checkpoints o puntos de control para asegurar la integridad genémica y celular, como,
por ejemplo, la proteina P54 que se encarga de funciones de reparacion de ADN y
apoptosis celular (Novales de la Puente, 2018). Pero cuando estos puntos de control
fallan, estas células desgastadas pueden acumular mutaciones que afectaran a su proceso
de division y crecimiento. Estos cambios en el ADN les pueden conferir una ventaja en
la velocidad de crecimiento. Como consecuencia, se empiezan a producir células que el

cuerpo no necesita, cuya acumulacion causa tumores (Shomar et al., 2022).

Hoy en dia se utilizan muchas drogas para combatir el crecimiento descontrolado
de células malignas cancerigenas, mediante mecanismos de acciéon como la inhibicion de

la sintesis de ADN o del ciclo celular. Pero un gran problema de esta patologia, ademas
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de la metastasis, es la resistencia y adaptacion de las células malignas a farmacos que van
dirigidos a una diana (Vasan et al., 2019). Es por ello, que adquiere vital importancia
encontrar nuevas moléculas capaces de vencer estas resistencias. Debido a su riqueza
genética, los organismos marinos han sido una fuente de PNM en las ultimas décadas y

se han conseguido aislar compuestos anticancerigenos de ellos (Fig. 10).
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Figura 10. Compuestos anticancerigenos derivados de PNM (Pérez, 2014).
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4.2 Enfermedades bacterianas en humanos y acuicultura.

Las enfermedades infecciosas eran la principal causa de muerte cuando no se
conocian tratamientos antibacterianos, y lo siguen siendo en paises subdesarrollados
(Aties et al., 2017). Algunos organismos bacterianos han desarrollado resistencia a
farmacos como mecanismo de defensa, evitando la efectividad de estos (Santafé-Patifio
et al., 2021). La resistencia a fdrmacos no es una enfermedad, ya que no afecta a la
patogénesis, sino un problema de limitacion de opciones terapéuticas. Esto es producido,
generalmente, por el uso excesivo de antibidticos en trastornos en los que no resultan
beneficiosos o por un mal uso de ellos por parte del paciente. La evolucion de las

resistencias a fAirmacos es preocupante (Aties et al., 2017).

Este hecho crea una necesidad de salud publica de explorar y producir mas agentes
antibacterianos naturales y efectivos, con buena biodisponibilidad y la menor toxicidad y
efectos secundarios posible (Santafé-Patifio ef al., 2021). En este contexto, los productos
obtenidos de organismos marinos constituyen una fuente idonea de recursos con potencial

antimicrobiano para luchar contra infecciones (Cusimano et al., 2019).

El crecimiento de la acuicultura en los ultimos 50 afios ha ido acompaiiado de la
aparicion de enfermedades de animales acuaticos, muchas de las cuales se han extendido
hasta convertirse en pandemias en paises o continentes. Un estudio que analizé 400
eventos de enfermedades en instalaciones acuicolas entre 2002 y 2017, reveld que, en
mas de la mitad de los casos, estaban causados por virus, aunque también bacterias,
hongos y parasitos eran los causantes (Feist ef al., 2019). La alta densidad de individuos
en algunas instalaciones acuicolas, asi como el estrecho contacto entre especies salvajes
con peces en jaulas en mar abierto, fomentan el contagio infeccioso (Pulkkinen et al.,
2010).

Las enfermedades infecciosas se consideran el mayor factor de pérdidas
economicas en acuicultura en términos de produccion, no solo por la muerte de los
animales, sino también por la inversién en los tratamientos y la menor produccion.
Aunque algunos patogenos pueden producir el 90% de mortalidad de una produccion
acuicola, se estima que las pérdidas debidas so6lo a la mortalidad rondan el 10% (Blanco
et al., 2004). Las enfermedades infecciosas pueden ser agravadas por un deterioro de la
calidad del medio acuético, o por episodios de estrés o malnutricion de los animales. Estos
factores pueden marcar la diferencia entre un animal portador y enfermo (Feist et al.,
2019).
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5. El Filo Echinodermata: compuestos bioactivos procedentes de la clase

Holothuroidea.

Las ceramidas glicosiladas y saponinas son los compuestos activos mayoritarios
identificados en equinodermos, y segun su naturaleza quimica, son glucoesfingolipidos y
glicosidos de triterpeno, respectivamente. Han demostrado diversas actividades
biologicas, siendo las mayoritarias la funcién anticancerigena y la antimicrobiana (Fig.
11B). Las saponinas (Fig. 11A) son el compuesto al que mas propiedades biologicas se
le atribuyen (Romano et al. 2022; Gomes et al., 2016), desde antitumoral y antipatogénica
hasta inmunoestimuladora. Se ha demostrado que la incubacion de células inmunes con
ciertas saponinas produce un flujo de iones de calcio al interior del citoplasma que
aumenta la actividad fagocitica y lisosomal, incrementando la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que son vitales para el estallido oxidativo (Agafonova et al.,
2003).
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Figura 11. Potencial biomédico de las saponinas (Zhao et al., 2018) (A) y actividades biolégicas de
compuestos aislados de equinodermos (Romano et al., 2022) (B).

Las saponinas de erizos y estrellas de mar (asterosaponinas) no son iguales a las de
pepinos de mar (holoturinas) (Pérez, 2014). Las saponinas son el inico compuesto que se
ha asilado e identificado hasta el momento en la especie Holothuria sanctori. Se conocen
20 saponinas en H. sanctori, 12 aisladas de la pared corporal y 8 descubiertas en tubulos
de Cuvier. Las saponinas de esta especie tienen la peculiaridad de que todas son no
sulfatadas, a diferencia del resto de equinodermos (Caulier et al., 2016). En la Tabla I se
muestran otros compuestos puros, ademas de saponinas, aislados e identificados de

holoturias a partir de extractos, sus actividades bioldgicas y su naturaleza quimica.
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Tabla I. Compuestos aislados de holoturoideos y sus funciones biologicas (Kamyab et al., 2020).

Clase de metabolito

Ejemplo de

Actividad biolégica

Organismo

secundario

compuesto bioactivo

productor

Glicosidos de triterpenos Holoturinas (A-B) Antifingico, Holothuria atra,
anticancer, ictiotoxico | Holothuria
fuscocinerea
Glicésidos de triterpenos Equinésido A Antifiingico, Actinopyga echinites
Glicoésidos de triterpenos Holotoxina (A-F) Antifingico, Apostichopus
anticancer, japonicus
antiprotozoos
Glicosidos de triterpenos Holotoxina Antifingico S. japonicus
Polisacéridos Glucosamina, Antihiperlipidémico, A. japonicus
galactosamina antioxidante
Polisacéridos sulfatados FucCS y GAGs Anticoagulante, Ludwigothurea
antitrombina, grisea
antiparasitico
Polisacaridos sulfatados FucCs Anticoagulante, Thelenota ananas,
antitrombina, Cucumaria frondosa
antihiperlipidémico,
antiviral
Polisacaridos sulfatados FucCS Anticoagulante, Isostichopus
antiparasitico badionotus
Polisacaridos sulfatados GAGs Antihiperlipidémico Metriatyla scabra
Acido graso 12-MTA Anticancer, C. frondosa,
antihiperlipidémico, Stichopus japonicus
antioxidante,
antihiperglucémico
Lipido Cerebrosidos, Anticancer, Stichopus
galactocerebrosido antihiperlipidémico variegatus, Acaudina
molpadioides,
Bohadschia argus
Esfingolipido Cerebrosido Antioxidante S. japonicus,
Acaudina
molpadioides
Lisofosfolipido LPC, L-PAF Antiinflamatorio Holothuria atra
Péptido Fenoloxidasa, lisozima | Antimicrobiano C. frondosa
Péptido Péptido inhibitorio de Antihipertensivo Acaudina
ACE molpadioides
Péptido Lectina Antibacteriano Holothuria scabra
Compuestos fenolicos - Antiinflamatorio S. japonicus
Compuestos fenolicos (2)2,3-DPAN Anticéncer Holothuria parva
Pigmentos Carotenoides Antioxidante Holothuria atra
Pigmentos Equinenona, Antioxidante Plesiocolochirus
betacaroteno, minaeus
cantaxantina
Alqueno sulfatado 2,6-DMHS, OS, DS Antifingico, A. japonicus
antibacteriano
Mucopolisacarido SJAMP Antitumoral, S. japonicus
inmunomodulador
Glicolipido/esfingolipido 2,6-DMHS, OS, DS Anticancer A. japonicus
Saponina Frondanol A Anticancer C. frondosa
Saponina - Antihiperlipidémico Pearsonothuria
graeffei
Glicoésido de triterpeno Cumasido Radioprotector Cucumaria japonica

monosulfatado

6. Ensayos requeridos para la creacion de farmacos
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Actualmente hay mas de 32.000 estudios que evidencian la actividad bioldgica de
compuestos de holoturias, pero para hallar estas moléculas, el primer paso es testar los
extractos (Kamyab et al., 2022). Estos extractos son porciones de la muestra del animal
sometida a extracciones quimicas con distintos disolventes y poseen una cantidad
considerable de moléculas de distinta polaridad. El siguiente paso en los estudios de
bioprospeccion, es analizar la actividad de cada uno y elegir los extractos con actividad
positiva. Finalmente se fraccionan dichos extractos para obtener diferentes porciones para
que sea mas facil separar los compuestos individuales con el fin de identificar el bioactivo
(Garcia-Davis et al., 2021). Estos compuestos pueden identificarse mediante la técnica
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y con Espectroscopia de Masas (EM) (Sun ef al.,
2007).

Para crear fArmacos anticancerigenos o antibacterianos de uso en humano, la molécula
presuntamente bioactiva se tiene que probar primero in vitro. Después de observarse una
actividad citotoxica o antibacteriana, tiene que pasar ensayos clinicos, que incluyen
testarlo en animales de experimentacion como ratones, y finalmente en humanos para
poder ser comercializado. Para crear farmacos antibacterianos destinados a animales de
acuicultura, es interesante que dicho compuesto no tenga citotoxicidad frente a un cultivo
con células de dicho animal. El siguiente paso seria probarlo en un modelo in vivo del
animal para asegurar que es una terapia segura y eficaz. En todos los casos es crucial que

el farmaco tenga baja o nula toxicidad y una buena biodisponibilidad.

Por todo lo anteriormente comentado, adquiere vital importancia el desarrollo de
investigacion para la busqueda de compuestos bioactivos que pueden ser muy utiles en el
ambito de la biotecnologia y biomedicina, para curar enfermedades o luchar contra
patogenos que afectan a animales de acuicultura o incluso a humanos. Actualmente la
biotecnologia marina esta destinada al analisis de la actividad de compuestos extraidos
de animales marinos. Este andlisis de distintos extractos o metabolitos puede abarcar
diferentes tipos de actividades biologicas. En el presente trabajo se ha llevado a cabo el
estudio de la actividad de distintos extractos de pepino de mar (Holothuria sanctori)
frente a ciertos tipos de bacterias patogénicas para peces y humanos y cultivos celulares

de peces, ratones y tumores humanos.
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Objetivos

El objetivo general del estudio es la obtencidon de extractos de pared corporal y tubulos
de Cuvier de Holothuria sanctori'y el posterior andlisis de sus actividades bioldgicas. En
consecuencia, se han considerado los siguientes objetivos especificos.

Extraccion quimica de compuestos de la pared corporal y tibulos de Cuvier con
los solventes n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol.

- Andlisis de la actividad de los distintos extractos frente a bacterias patogenas que
afectan a especies de acuicultura y humanos.

- Analisis de la actividad de los distintos extractos frente a lineas celulares de pez,
raton y lineas tumorales de humano.

- Fraccionamiento e identificacion de los compuestos mayoritarios en los extractos
que presenten mayor actividad biologica.
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Material y métodos

1. Obtencion de muestras

1.1 Recoleccidon de Holothuria sanctori

Para llevar a cabo los experimentos se emplearon tres grupos diferentes de
individuos de Holothuria Sanctori. El primer grupo pertenece a una poblacion de pepinos
de mar que llevaba dos afos en cautividad, pero inicialmente silvestres, viviendo en
tanques con abalon (Haliotis turberculata coccinea), nutriéndose de sus desechos (Fig.
12A y 12B).

Figura 12. Holoturias en cautividad. Se aprecian ejemplares en el fondo del tanque (A) y otros adheridos
en las paredes (B) nutriéndose de deshechos que produce el abalon que se encuentran en cestas.

El grupo 2 esta formado por pepinos de mar que fueron extraidos del biofiltro del
Parque Cientifico Tecnologico Marino (Fig. 13A). Los individuos inicialmente eran
silvestres, pero se introdujeron en el biofiltro hace dos afos (Fig. 13B). Este dominio
artificial cuenta con especies variadas del entorno marino y trata de imitar el ambiente

natural.
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Figura 13. Holoturias en biofiltro. Se observa el biofiltro artificial en el que viven (A) asi como numerosos
ejemplares de Holothuria sanctori (B) en el fondo.

Se recolectaron en una nevera con pafiuelos humedos para transportarlos a los

tanques del centro donde permanecieron menos de dos dias hasta el sacrficio.

El ultimo grupo de pepinos de mar estaba compuesto por ejemplares silvestres que
venian del medio marino. Fueron capturados a 2-3 metros de profundidad en el Puerto de
Taliarte, Telde, Gran Canaria, Espafia (27°59° 21.4”N 15°22° 12.9”W). Se utiliz6 una
nevera portable (Fig. 14A) con pafios humedos para transportarlos a los tanques
recibiendo flujo continuo de agua de mar. Aqui permanecieron menos de dos dias hasta
el sacrificio (Fig. 14B).
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Figura 14. Pepino de mar extraidos del medio marino y transportados en nevera (A) a tanques de
mantenimiento (B).

1.2 Obtencion de tabulos de Cuvier.

Para extraer los tibulos de Cuvier, sustancia secretada por las holoturias como
mecanismo de defensa, fue necesario estresar mecanicamente a los pepinos de mar.
Cuando expulsaban este producto junto con agua de mar, se recogia en papel de aluminio
y se pesaba en la bascula. Se debian obtener 10 g de cada grupo por triplicado,
separandolo del agua. Posteriormente, los tibulos de Cuvier se introdujeron en botes de
orina de 100 ml (Fig. 15) y se congelaron a -20°C. Cabe destacar que los pepinos de mar
del biofiltro no produjeron este metabolito, posiblemente, por el estrés al que habian
estado sometidos en los experimentos de reproduccion de meses previos, en los que

expulsaron gran cantidad de tibulos de Cuvier.

Figura 15. Obtencion de tiibulos de Cuvier separados de agua.
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2. Sacrificio y procesado de Holothuria sanctori

Para tener repetibilidad y fiabilidad en los experimentos posteriores se hicieron
triplicados de las muestras, donde cada triplicado estaba compuesto por mas de un pepino
de mar para representar mejor la poblacion de cada grupo de individuos. Esto se llevo a
cabo cogiendo 2 holoturias por triplicado, en el caso del grupo silvestre y del bioflitro, y
3-4 en caso de los de cautividad por su tamaiio inferior y para obtener biomasas similares
en todos los triplicados. Se necesitaron unos 100 g por triplicado de peso eviscerado. Se
pesaron dejandolos en pafios secos durante 5 minutos para que expulsaran toda el agua
que contenian (Fig. 16).

Figura 16. Holothuria sanctori antes de ser pesados.

Una vez separados los triplicados de cada grupo, se procedi6 a su sacrificio
introduciendo los ejemplares en bolsas de plastico en el congelador a -20°C (Fig. 17). Se
siguieron todas las pautas internacionales, nacionales y/o institucionales aplicables para

el cuidado y uso de animales.
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Figura 17. Proceso de sacrificio de Holothuria sanctori.

Previamente se lavaron con agua dulce para eliminar suciedad e impurezas de su
superficie corporal. Después de unos dias se descongelaron para comenzar con la
diseccion. Los ejemplares se abrieron de boca a ano con bisturi y pinzas metalicas y se
desecharon los 6rganos internos ya que solo interesaba la pared corporal. La incision se
ejecutd muy lentamente debido a la alta flexibilidad del tejido en cuestion. Se muestra el
cuerpo diseccionado de un ejemplar hembra con gonadas maduras anaranjadas (Fig. 18A)
y un ejemplar con gonadas indeterminadas muy oscuras (Gonzalez, 2012), que puede ser
de un macho o una hembra (Fig. 18B). Ademas, se puede apreciar en ambos individuos

el tubo digestivo de color marrdn oscuro y alargado.

Figura 18. Proceso de diseccion de Holothuria sanctori (A 'y B).

Al eliminar todos los 6rganos se obtuvo una masa sin consistencia, que se cortd en
trozos pequeios (Fig. 18A) con bisturi para facilitar la eliminacion de agua en el proceso
de liofilizacion. Se utiliz6 el liofilizador Telstar Cryodos (Fig. 19B), introduciendo los
botes de orina con las muestras (tanto de pared corporal fraccionada como de tiibulos de
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Cuvier directamente), con agujeritos en la tapa, en el compartimento central del aparato.
Después de 72 horas a -50°C y 0,1 mb, se recogieron las muestras de holoturia

deshidratada. Los tibulos de Cuvier se deshidrataron en 48 horas.

Figura 19. Proceso de fraccionamiento de la pared corporal (A) y liofilizacion de la muestra (B).

Para terminar de procesar estas muestras de pared corporal y tibulos de Cuvier, se
extrajo el contenido de los botes de orina que tenia aspecto y textura de carton y se
convirtieron en polvo con una trituradora. Este polvo que contenia la totalidad de la
muestra de los pepinos de mar fue almacenado de distintas bolsas de plastico etiquetadas

en nevera a 4°C hasta los procesos posteriores.

3. Extraccion quimica de compuestos.

Se utilizaron cuatro solventes organicos para obtener distintos extractos: n-hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol. En ellos, se encontraban compuestos con
distintos grados de polaridad de las muestras de holoturias. Para llevar a cabo estas
extracciones se introdujeron 5 g de cada tratamiento de holoturia en polvo en un sobre
hecho con papel de filtro grapado (Fig. 20A). Este sobre se introdujo en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml (Fig. 20B), al que se le anadieron 100 ml de cada solvente y se
taparon con papel de aluminio y parafina. Los solventes se aplicaron en orden del mas
apolar primero (n-hexano), al mas polar (metanol) y cada solvente se dejaba actuar 24h
en un agitador orbital. El proceso se repitio tres veces (con tres renovaciones de cada
solvente), de forma que cada reactivo estuvo tres dias extrayendo los compuestos de la

muestra.
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Figura 20. Cartucho de papel de filtro (A) con la muestra en polvo y recipientes donde se llevaron a
cabo las extracciones quimicas (B).

El contenido de cada extraccion se acumulaba en otro matraz guardado en nevera
hasta el tercer dia, en el que los 300 ml de solvente de cada triplicado se llevaron a
evaporar al rotavapor. El objetivo de este proceso era eliminar todo el solvente
concentrando la muestra en un residuo sélido. Se ajustd la temperatura a 39°C y 270

revoluciones para todos los solventes, y el tiempo de evaporacion del solvente dependia
de su volatilidad (Tabla II).

Tabla II. Tiempo experimental de evaporacion de los solventes.

n-Hexano | Diclorometano | Acetato de etilo | Metanol

Tiempo (min) 17 12 40 35

Pasado este tiempo se recogi6 del rotavapor (Heidolph Laborota 4000 efficient) (Fig.
21A) los matraces esmerilados de fondo redondo con el extracto solido en las paredes del
recipiente (Fig. 21B). Para recuperarlo de dicho lugar se recogié anadiendo 10 ml del
mismo solvente que se evapord como se describio anteriormente, y se trasladaron a tubos
de ensayo previamente pesados. El liquido de los tubos fue evaporado con nitrogeno
gaseoso en una placa calefactora a 39°C en una campana de extraccion (Fig. 21C). Cada
tubo con el evaporado se peso para conocer la cantidad de extracto de cada muestra (Fig.
21D) y se guard6 en viales de vidrio con 1,5 ml de sus respectivos solventes (Fig. 21E).
Se conservaron hasta su uso a -20°C.
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Figura 21. Proceso completo de obtencion de los extractos concentrados a partir de solventes sobre
la muestra.

Una vez recogido el extracto de metanol, quedo en el fondo del matraz una sal
insoluble en metanol. Dicha sal se solubilizo en agua obteniendo un quinto extracto que
denominamos extracto de agua.

4. Ensayos de actividad biologica

4.1 Actividad antimicrobiana

Descongelacion y siembra de bacterias

El potencial biologico de los extractos se analizo frente a bacterias patogenas
mediante antibiogramas. Para ello se sembraron siete bacterias en placas de 60 mm de
medio Agar Infusion Cerebro Corazon (BHIA) suplementado con un 1% de NaCl. Para
poder sembrarlas previamente se tuvieron que descongelar segin su origen de
congelacion. Algunas bacterias se descongelaron de eppendorfs de 1,5 ml, en los que
habia 0,5 ml de bacterias con medio y 20% de glicerol, guardados a -80°C. Se
descongelaron vertiendo el contenido del eppendorf en un tubo falcon estéril de 50 ml
con 15 ml de medio fresco Caldo Infusiéon Cerebro Corazén (BHIB), y acto seguido, con
asa de siembra estéril, se inoculd un pequeno volumen que se esparcia por las placas con
BHIA.

Cuando las bacterias no crecian correctamente por este método, se obtenian
bacterias directamente del liofilo. Para ello, se afiadi6 con una jeringuilla estéril 1 ml de
agua destilada y filtrada dentro del vial que contenia bacterias liofilizadas. Después se
inocul6 una gota de cada bacteria en placas de medio BHIA + sal y se esparci6 mediante
el asa de siembra estéril. Todas las bacterias se incubaron a 26°C. Las bacterias para este
estudio fueron: Photobacterium damselae sbsp. piscicida B1, Vibrio parahaemolyticus
CECT 5111, Vibrio harveyi 8120, Vibrio anguillarum 507, Vibrio alginolyticus 521,
Vibrio vulnificus CECT 529 y Streptococcus agalactiae CECT 183. La fuente de las
cepas bacterianas CECT es la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo mientras que los
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nombres sin dicha terminologia proceden del laboratorio sanidad en acuicultura del

Servicio de Acuicultura y Biotecnologia de Alta Especializacion (SABE).

Ensayos de actividad antimicrobiana

Después se hizo crecer cada bacteria a 26°C en placas de 150 mm de didmetro con
medio BHIA + sal utilizando un bastoncillo estéril para repartir en toda la placa las
bacterias sembradas anteriormente (frescas). Se afiadieron 20 pl de cada extracto (dicho
volumen equivale a 0,2 mg de extracto) en discos blancos de 6,4 mm que se dispusieron
por toda la placa. Los extractos tenian una concentracion final de 10 mg/ml. Como control
negativo se puso 20 ul de buffer fosfato salino (PBS) y como control positivo se usaron
antibidticos en disco: O/129 (marca CONDA) para los Vibrios, Novobiocina (Thermo
Scientific™) para Streptococcus agalactiae y Enrofloxacino (SP Veterinaria, Espafia)
para Photobacterium damselae. Los discos antibidticos contenian 30 pg, excepto
Enrofloxacino que estaba en una disolucion a 10 mg/ml, por lo que se cogieron 3 pl de

dicha disoluciéon madre y se impregné en un disco blanco.

Los extractos se consideraron positivos cuando creaban un halo de inhibicion.
Para analizar la actividad de los extractos frente a cada una de las bacterias, se midieron
los halos de inhibicion con el programa informatico Imagel. El valor de cada extracto fue
la media aritmética de los tres triplicados. Como criterio para considerar un extracto con
actividad positiva, el halo de inhibicion debia ser claro, sin bacterias y de mas de 1 cm de

diametro.

4.2 Actividad frente a cultivos celulares

Lineas celulares
-SAF-1: fibroblastos de aleta de Sparus aurata.

-N2A: neuroblastoma derivado de un tumor espontaneo en Mus musculus.

Mantenimiento y multiplicacion de células

Para este estudio se hizo uso de dos lineas celulares: SAF-1 (fibroblastos de aleta
de Sparus aurata) y N2A (neuroblastoma derivado de un tumor espontaneo en Mus
musculus). Para ello se multiplicaban estas células cada dos dias en medio L-15 y RPMI,

respectivamente (ANEXO I). En el caso de las células SAF-1, para multiplicar se uso6 L-
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15 con 5% de FBS, pero para los ensayos de citotoxicidad se utiliz6 L-15 con 2% de FBS
ya que el objetivo no era que se multiplicaran, sino que se mantuvieran. EI FBS
previamente se filtraba con una jeringa y un filtro PVDF de 0,2 um de Fisher Scientific.
Ambos se suplementaron con un 1% de penicilina/estreptomicina y se incubaron a 26 °C.
Con las células N2A, se utilizé para multiplicar RPMI con 10% de FBS, pero para los
ensayos de citotoxicidad se us6 RPMI con 5% de FBS para su mantenimiento. A estos
dos medios se le afiadieron 1% de piruvato, 1% de glutamina y 0,5% de
penicilina/estreptomicina (filtrado todo previamente con la ayuda de una jeringa y filtro
PVDF de 0,2 um de Fisher Scientific y su temperatura de incubacion fue 37°C con 5%
de CO2.

Para multiplicar las c€lulas era necesario despegar las células y pasarlas a un
nuevo frasco. Se usaron frascos Nunc™ EasYFlask™ de poliestireno de Thermo
Scientific™ de 75 cm?. Esto se hacia vertiendo el contenido de medio liquido del frasco
en el bote de descartes. Acto seguido, se afiadia 1 ml de tripsina 1X hasta que se
empezaban a despegar las células. Cuando esto ocurria, se vertia la tripsina en el descarte
en caso de N2A, pero en las SAF-1 se dejaba ya que no presentaba toxicidad como para
afectarles. Después era necesario dar golpes al bote para que las células se despegaran
completamente para permitir su adhesion al nuevo frasco y fomentar su multiplicacion.
De cada frasco antiguo se obtenian tres nuevos con células anadiendo 15 ml de medio

nuevo a cada frasco.

Ensayos de citotoxicidad

La cantidad y morfologia de células se analizaron diariamente hasta tener un
volumen celular suficiente para llevar a cabo los experimentos en las placas de 96
pocillos. Para contar las células que habia en los frascos, se llevaba a cabo el mismo
protocolo que para multiplicarlas, pero a las células ya despegadas, se les anadia un
volumen conocido de su medio correspondiente y se pasaban a un falcon de 50 ml. En un
Eppendorf de 1,5 ml se pipeteaba 200 pl de la solucion celular anterior + 300 ul de PBS
+ 500 pl de solucion Trypan Blue 0,4% de Sigma. La mezcla se dejaba reposar durante 5
minutos para que el colorante azul penetrara en las células muertas que posteriormente se
dejarian fuera del contaje. Después se cargaba en una camara de Neubauer 10 pl
procedentes del Eppendorf y se contaban las células al microscopio para obtener el

numero de células por mililitro.

Se aniadieron 200 microlitros de c€lulas en cada pocillo de la placa de 96 pocillos
Nunclon™ de Thermo Scientific™ (menos en los exteriores). Este volumen era
equivalente a 25.000 células en SAF-1 (Almeida et al., 2019; Morcillo et al., 2016) y
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35.000 en N2A vy es la cantidad ajustada experimentalmente para cubrir el fondo del
pocillo de células pegadas. Debido a que no se habian hecho anteriormente ensayos de
citotoxicidad con las SAF-1 se tuvo que hacer una prueba con la cantidad de células
encontrada en la bibliografia y se observo que cubrian bien el fondo del pocillo. Las
placas se dejaron 24h en la incubadora para que las células se pegaran en el fondo. Al dia

siguiente se usaron seis pocillos con células como control afiadiendo 10 ul de PBS.

Después se afiadieron 10 pl por triplicado de cantidades decrecientes de cada
extracto, que iban desde 1.000 pg hasta 7,81 pg, mediante 7 diluciones 1:2 partiendo del
extracto puro. Previamente todos los extractos se sonicaron 1 hora a 35°C para asegurar
su homogenizacion. Se dejaron incubar las placas de ambas lineas celulares con los

extractos durante 24 horas.

Pasado este tiempo se vertio el contenido liquido de las placas (ya que las células
deberian quedar pegadas) y se incubo en una solucion de Smg/ml de bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), 65 pul por pocillo, para analizar viabilidad
celular. El MTT (Fig. 22) es un colorante que es capaz de sufrir una reaccion de
reduccion/oxidacion cuando las células son viables. Esto es, porque si las
deshidrogenasas mitocondriales de las células son funcionan correctamente (células
vivas), el MTT que entra a la célula se reduce por el catalizador NAD(P)H y pasara de
amarillo a morado. En especial acta la succinato deshidrogenasa, pero también puede

deberse a reductasas citosolicas o de otro compartimento subcelular NAD(P)H

dependientes.
\%\ J'N -——d
s
S,J\N#N NAD(P)H _ NAD(P) BN —n
% e %
Ny, N=n
Ba | =
=
MTT: sal de tetrazolio (oxidado) Formazano del MTT (reducido)
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio -1,3-difenilformazano

Figura 22. Molécula del ensayo MTT en su forma oxidada y reducida (Ghasemi e al., 2021).

Pasados 15 minutos en la incubadora (26°C para SAF-1 y 37°C para N2A) se
elimin6 el MTT y se anadieron 65 ul de dimetilsulfoxido (DMSO) y las placas ya estaban
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listas para su lectura en el espectrofotometro. La adiccion del DMSO se hizo para lisar
las células y que liberaran el MTT acumulado. Este MTT se disuelve en DMSO para
permitir la medicidon de absorbancia a 570 nm. El viraje de color de amarillo a morado
representaba actividad metabdlica en las células y, por lo tanto, viabilidad celular, y se
cuantificO mediante un espectrofotometro (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO).
Posteriormente se hicieron curvas de viabilidad celular con los datos de absorbancia. Para
calcular esta viabilidad se tomo el control como 100% de viabilidad celular. Para hallar
la viabilidad de cada dilucion de los extractos se multiplico la media de los triplicados de

las absorbancias por 100 y se dividio entre la media de las absorbancias del control.

5. Estudio quimico orientado a la identificacion de compuestos bioactivos

5.1 Procedimientos cromatograficos

Para este proceso se eligio el extracto que mostré mayor actividad citotoxica en
células N2A, es decir, el extracto de n-hexano del grupo de holoturias de biofiltro (HB),
que redujo la viabilidad celular casi al 100%. La importancia de escoger un extracto con
capacidad inhibitoria de crecimiento es de especial importancia para células de naturaleza
cancerigena, por ello se quiso averiguar si los compuestos que causaban la muerte de las
células N2A también tenian potencial anticancerigeno frente a las células tumorales
humanas a las que se expondrian. El objetivo de este proceso es cromatografiar el extracto
en diferentes fracciones para identificar las porciones activas del extracto vy,
posteriormente, los compuestos bioactivos. También se eligid este extracto para
fraccionar debido a su caracter apolar que facilitaria los procesos cromatograficos
posteriores. Para ello se partido de una muestra de extracto de n-hexano de HB de 353 g
(extrayendo quimicamente el resto de material bioldgico disponible). El extracto se
resuspendid en una mezcla de diclorometano/metanol/n-hexano en proporciones 1:1:2 'y
se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, para eliminar posibles particulas insolubles en
el disolvente de elucion. Este proceso se repitio dos veces para recuperar el maximo
extracto de la fraccion insoluble. Tras el proceso de centrifugacion, la muestra se redujo
a 143 g por la eliminacion de sales y residuos insolubles en la mezcla seleccionada para

el procedimiento cromatografico.

Para identificar los compuestos presentes en los extractos se han realizados
diferentes tipos de cromatografias que permitieron aislar moléculas segiin su tamaio
molecular y polaridad. Primero se utiliz6 una cromatografia de exclusion molecular
(SEC) para separar el extracto en fracciones segiin su tamafio molecular, en segundo

lugar, se realiz6 una extraccion en fase solida (SPE) para clarificar la muestra y separar
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los compuestos apolares de los mas polares. Finalmente se realiz6 una cromatografia
liquida de media presion (CLMP) para retener los compuestos polares y obtener los
apolares. De forma complementaria después de cada extraccion o cromatografia, se
usaron cromatografias de capa fina (TLC) para identificar en qué tubos habia compuestos

y separarlos por polaridad.

5.1.1 Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

La muestra resultante (143 mg) se aplico, a temperatura ambiente, en una columna
cromatografica de Sephadex® LH-20 (4 x 20 cm) como fase estacionaria. Sephadex®
LH-20 es una resina reticulada de polimeros de dextrano que se utiliza con fases moviles
de disolventes orgénicos para la separacion de moléculas orgéanicas en funcion del tamafio
molecular. Se puede usar para separar esteroides, acidos grasos, hormonas, vitaminas, etc.
En este proceso de filtracion en gel o exclusion molecular, salen primero las moléculas
de mayor tamafo, mientras que las moléculas pequefias se introducen en los poros de
dextrano quedando retenidas, por lo que presentan un tiempo de eluciéon mayor. En este
caso se utiliz6 una mezcla con disolventes de diferente polaridad como fase movil. La
mezcla constaba de una relacion 1:1:2 de diclorometano (250 ml), metanol (250 ml) y n-
hexano (500 ml). Tras la aplicacion del extracto activo en la columna (Fig. 23), se
comenzo a recoger fracciones de 3-5 ml en tubos de ensayo de vidrio. Se recogieron 60

tubos que contenian el solvente de la fase movil mas los compuestos de la muestra inicial.
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Figura 23. Columna de cromatografia de exclusion molecular de Sepahadex LH-20. Se aprecia el vial
con el extracto de n-hexano de HB antes de ser fraccionado y los tubos de ensayo donde se recogieron las
60 fracciones resultantes.

Las seis fracciones finales concentradas (F1-F6) se obtuvieron por combinacion
de todos los tubos de ensayo seleccionados para cada fraccion. Las primeras fracciones
contenian los compuestos de mayor tamafio molecular, por tener un tiempo de elucion
menor. Se concentraron en un rotavapor en balones de vidrio. Después, el residuo
resultante fue recuperado en viales con diclorometano donde se volvieron a concentrar

llevandolos a sequedad del mismo modo.

5.1.2 Extraccion en fase solida (SPE)

Es comun usar este proceso antes de una cromatografia liquida de media presion,
ya que su funcion es la clarificacion de la muestra, reteniendo impurezas o compuestos
indeseados que se quedan en el filtro. Este paso previo ayuda a separar los compuestos
de la muestra, de modo que los compuestos de mayor polaridad se quedan retenidos en el
gel de silice por interacciones polares de puentes de hidrogeno, los apolares salen primero
con el solvente orgadnico. Se us6 un cartucho de fase normal Sep-Pak® Light Silica de
Waters. Para ello, se carg6 el cartucho con la muestra mediante una jeringa de
vidrio Hamilton. Se conect6 a una bomba peristaltica (Ismatec, REGLO-CPF
Analog). Se utilizé como fase moévil primero n-hexano, luego acetato de etilo, v,
por ultimo, metanol, y se recogieron las porciones obtenidas en tubos de vidrio
hasta que ya no quedaba mas muestra en el filtro. Este proceso se aplico solo en la
fraccion F2 del extracto de n-hexano de HB para separar la banda mayoritaria

apolar de la polar. Las muestras se analizaron posteriormente en TLC.

5.1.3 Cromatografia liquida de media presion (CLMP)

Para esta cromatografia se utilizaron cartuchos pre-empaquetados de gel de silice
de la compania Gotec-Labortechnik GmbH. El objetivo de este proceso es retener los
compuestos polares a la fase estacionaria de silice, de manera que primero salgan los mas
apolares. Este proceso se aplico so6lo en la fraccion F4 del extracto de n-hexano de
HB.

Se cargd el cartucho con la muestra mediante una jeringa de vidrio Hamilton y se
conectd a una bomba peristaltica. La bomba peristaltica mantiene constante el flujo

del disolvente (Fig. 24). Se utiliz6 n-hexano como fase movil, o bien, un gradiente de
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polaridad creciente empezando por n-hexano 100%, n-hexano: acetato de etilo (98:2)
hasta n-hexano: acetato de etilo (95:5), segin los requerimientos de la muestra. Se
recogieron porciones de 3 ml en tubos de vidrio en tandas de 60, y cada tubo se analizo

individualmente mediante TLC.

Figura 24. Sistema de cromatografia de media presion. Consta de una botella de vidrio que contiene la
fase movil, la bomba peristaltica y el cartucho con fase estacionaria de silice. Las finas mangueras de teflon
conectan todo el sistema y vierten el contenido eluido a los tubos de ensayo.

5.1.4 Cromatografia en capa fina (TLC)

El seguimiento del proceso cromatografico en columna se monitorizé mediante
cromatografia de capa fina (TLC, del inglés, Thin-Layer Cromatography). Este proceso
requiere de una fase movil o eluyente y una fase estacionaria (Fig. 25A), que es una fina
capa de material adsorbente que recubre una superficie de placa inerte de aluminio. En
este caso se emplearon cromatofolios de Silicagel 60 F2s4 de la casa comercial Merck, que
permiten la separacion de los compuestos de una mezcla seglin su polaridad. Como fase
movil se utilizdé n-hexano: acetato de etilo (de 100:0 y 95:5, segiin la polaridad de las

bandas a que queriamos analizar).

Se aplic6 una pequeiia cantidad de cada fraccion con ayuda de una pipeta Pasteur
en un extremo de la placa (punto de aplicacion), a continuacién, la placa se coloco
verticalmente en una cdmara cerrada (Fig. 25B) conteniendo la fase mévil en cantidad
suficiente para cubrir el fondo de la camara, sin sobrepasar el punto de aplicacion de las
muestras (que quedaba en el extremo inferior). Por capilaridad, la fase movil se desplaza

hacia arriba arrastrando los componentes de la muestra que migran distancias variables
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en funcion de sus afinidades diferenciales por las fases estacionaria y mévil. De esta
forma, los compuestos mas polares se quedan mas cerca del punto de aplicacion por
interacciones de puentes de hidrogeno con el gel de silice, mientras que los méas apolares

ascienden mas arrastrados por la fase mévil mayoritariamente apolar.

\ T

Figura 25. Cromatografia de capa fina. Se observa la fase estacionaria (A) y la camara de vidrio (B) en
la que se produce el arrastre de los compuestos por la fase movil.

Cuando la fase movil ha ascendido a través de la placa, ésta se retira de la cdmara,
se seca y se revela. Para el revelado, la placa fina se pulverizé con un reactivo de cloruro
de cobalto al 2% en acido sulfurico al 10% y, acto seguido, se introdujo en la estufa para
poder visualizar la composicion de cada fraccion. Todas las fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusion molecular se analizaron de esta forma y se agruparon las

fracciones con bandas parecidas, y, por lo tanto, compuestos similares.

5.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Para caracterizar quimicamente los compuestos aislados en los distintos procesos
cromatograficos se utilizo la técnica de RMN. Las muestras se disolvieron en 500 pL de
cloroformo deuterado (CDCl3) Sigma-Aldrich, empleado como patréon de referencia
interno (8u 7.26 ppm, 8¢ 77.0 ppm). Se obtuvieron espectros magnéticos 'H y *C RMN,
que indicaban las sefiales energéticas (desplazamiento quimico) de los protones y
carbonos de la molécula, respectivamente. De esta forma se pudo asignar cada senal de
estos atomos a un grupo quimico dentro del compuesto y construir o identificar la
molécula. Se usaron espectrometros BRUKER ® AVANCE 500 MHz y 600 MHz. Los
resultados se procesaron haciendo uso del programa informatico MestReNova (Version:
9.1.0-14011; Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Espafia).
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5.3 Ensayos de actividad anticancerigena

La actividad antiproliferativa de todos los extractos de H.sanctori y de las
fracciones del extracto cromatografiado de n-hexano de holoturias de biofiltro
fueron analizadas frente a lineas celulares de cancer humano en el BioLab, Instituto
Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzélez, perteneciente a la Universidad
de La Laguna. Este laboratorio llevo a cabo los experimentos calculando la
viabilidad celular de cada extracto mediante ensayo con Sulforhodamina B (SRB).
La SRB es un compuesto capaz de tefiir proteinas de células cultivadas mediante la unién
especifica estequiométricamente a los aminoacidos bésicos de las proteinas celulares. La
medicion por absorbancia del colorante unido proporciona una estimacion de la masa
proteica total relacionada con el nimero de células. El objetivo final fue obtener los

valores de inhibicion del 50% del crecimiento (GI50) de las células tumorales.

Los extractos organicos secos pesados se disolvieron en DMSO para preparar una
solucion madre de 50 mg/ml. Para evaluar la actividad antiproliferativa de las muestras,
se seleccionaron las lineas celulares de cancer A549 (adenocarcinoma de pulmon), HBL-
100 (carcinoma de mama), HelLa (adenocarcinoma cervical), SW1573 (carcinoma
pulmonar bronquiolo-alveolar), T-47D (carcinoma de conducto mamario invasivo) y
WiDr (adenocarcinoma colorrectal). Las pruebas se realizaron en placas de 96 pocillos
utilizando el ensayo SRB (Orellana y Kasinski, 2016) con las siguientes especificaciones.
Las densidades de siembra celular fueron de 2500 células/pocillo para A549, HBL-100,
HelLa y SW1573, y de 5000 células/pocillo para T-47D y WiDr. Los tiempos de
incubacion del farmaco fueron de 48 h. La densidad optica de cada pocillo se midi6 a 530
(primario) y 620 (secundario) nm. La actividad antiproliferativa, expresada como
inhibicion del crecimiento del 50% (GI50), se calcul6 segtin las formulas del NCI (Monks
etal., 1991).

6. Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico IBM SPSS Statistics v26 para el estudio de
normalidad y homocedasticidad de las muestras. La normalidad se evalu6 mediante una
prueba Saphiro-Wilk mientras que la homocedasticidad se analizd con una prueba de
Levene. Analisis de la Varianza (ANOVA de un factor) se llevo a cabo para comparar la
viabilidad celular de todas las diluciones de cada extracto respecto al control. Este andlisis
se uso para saber qué extractos tenian citotoxicidad frente a las células SAF-1y N2A,y
la cantidad de extracto a la cudl comenzaba a ser toxico. Los datos mostraron diferencias
significativas segun los siguientes valores de P: *P < 0.0332, **P < 0.0021, ***P <
0.0002, ****p <(.0001. Para la prueba ANOVA de un factor y los graficos de las figuras
se uso el programa GraphPad Prism 9.0.2.
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Resultados

1. Obtencidon de biomasa

El peso de las holoturias antes del sacrificio (peso humedo) iba disminuyendo con los
procesos de diseccion (peso eviscerado) y liofilizacion-trituracion (peso seco). En la
Tabla III se recogen los datos de biomasa de cada grupo de holoturias después de cada

paso del procesado de muestra:

Tabla III. Peso de muestras de pared corporal de Holothuria sanctori.

Peso humedo (g) Peso eviscerado (g) | Peso seco (g)
1. Cautividad 547,31 474,12 47,94
2. Biofiltro 824,51 698 51,83
3. Silvestre 729,84 515,34 46,36

Con estos datos obtenidos podemos averiguar el porcentaje de peso que corresponde
exclusivamente a pared corporal sin los 6rganos desechados tras la diseccion. Se obtuvo
un porcentaje de masa corporal del 70,61% en el grupo silvestre y del 86,63% y 84,66%
en el grupo de cautividad y biofiltro, respectivamente. Se aprecia que el grupo de
holoturias silvestres tenia un menor porcentaje de masa corporal, y, por lo tanto, los
organos que se extrajeron representaban un porcentaje mayor de peso que en los otros dos
grupos. Esto puede deberse a que los ejemplares del medio natural poseen 6rganos mas
desarrollados o grandes por su adaptacion al entorno y condiciones ambientales
cambiantes 0 mas llenos por una mayor accesibilidad a recursos nutritivos en el medio

natural.

Por otro lado, también se aprecia una gran reduccion del peso seco respecto al peso
eviscerado, lo que representa la pérdida de agua de las muestras. Las muestras del grupo
silvestre pierden el 91,00% del peso tras la liofilizacion, el grupo de biofiltro el 92,57%
y el de cautividad el 89,89%. En este caso, el grupo de biofiltro que es el que mas
porcentaje de agua pierde, es el que mas agua contenia en su peso humedo, y puede
deberse a que eran ejemplares mas grandes y acumulaban més agua por la proporcion
estructura corporal/espacio interno del animal. Finalmente, se obtuvieron muestras con
aspecto de polvo para los experimentos posteriores, con un peso similar en los tres grupos.

Segun la bibliografia se necesitaria unos 15 g de peso seco de cada grupo (5g por
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triplicado), y en todas las muestras de triplicado de pared corporal se obtuvieron mas de
12 g.

En el caso de los tibulos de Cuvier se disponia de una cantidad mucho menor, y al
retirar el agua de la muestra mediante el proceso de liofilizacion el peso disminuyd hasta

cifras muy bajas (Tabla IV).

Tabla IV. Peso de muestras de Tubulos de Cuvier de Holothuria sanctori.

Peso humedo (g) Peso seco (g)
1. Cautividad 26,9 1,54
2. Biofiltro - -
3. Silvestre 27,6 2,26

Cabe destacar que no fue posible la extraccion de tubulos de Cuvier de los ejemplares
extraidos del biofiltro, probablemente, debido al estrés por la exposicion a experimentos
previos de fecundacion, por lo que ya habian segregado muchos tibulos de Cuvier. Por
ello, puede que su 6rgano de Cuvier no tuviera la capacidad de producir mas secreciones,

de manera que este metabolito solo se extrajo del grupo silvestre y cautividad.

Otro contratiempo de las muestras de tibulos de Cuvier fue la poca cantidad de peso
seco que se obtuvo tras la liofilizacion. Esta cantidad era demasiado pequena para las
extracciones quimicas ya que se necesitaban 15g (5g por triplicado). Al no tener
suficiente, se siguio el proyecto solo con las muestras de pared corporal, aunque se probo
la extraccion quimica del grupo silvestre de este metabolito de pepinos de mar y los
posteriores ensayos de actividad bioldgica, asumiendo que no tenia replicabilidad, pero
por curiosidad de los resultados.

2. Pigmentos en las muestras tras la extraccion quimica

A la hora de las extracciones quimicas con los distintos solventes se observo una
peculiaridad. Al recoger los solventes el tercer dia de haber estado extrayendo, el liquido
de los tres triplicados del grupo de holoturias silvestres tenia un color mucho maés intenso
que el de cautividad o biofiltro (Fig. 26). El grupo de biofiltro (HB) tenia los extractos
con los colores mas tenues. Esto puede deberse a la distinta concentracion de pigmentos
y otros compuestos en los pepinos de mar debido a diferencias de alimentacion en los

diferentes entornos.
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Figura 26. Producto obtenido de la extraccién quimica de la muestra con diclorometano. Se indican
con numeros (1-3) los grupos de holoturias segiin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2-
holoturias de biofiltro (HB), 3- holoturias silvestres (HS). Cada columna de tres Erlenmeyer indica un grupo
de holoturias con sus triplicados.

3. Ensayos de actividad bioldgica

Se pesaron todos los extractos evaporados y se obtuvieron miligramos suficientes para
poder llevar a cabo los ensayos posteriores.

3.1 Actividad bacteriana

Para llevar a cabo los ensayos de actividad antibacteriana, se sembraron todas las
cepas pertinentes y se colocaron los extractos en discos blancos en una placa Petri con
0,1 mg de extracto. La primera vez se tuvo que repetir porque la concentracion de
bacterias no era suficiente para llenar la placa, y habia zonas donde habia dudosas zonas
de inhibicion, por ello se afiadié mas cantidad de bacteria y se duplicé la del extracto. De
esta forma se obtuvieron 15 extractos con halos de inhibicidn, lo que indica una actividad

antibacteriana positiva.

Estos 15 extractos fueron tanto de pared corporal como de tubulos de Cuvier. Los
cuatro extractos de los solventes organicos de tiibulos de Cuvier tuvieron actividad en
diferentes bacterias, pero por lo anteriormente comentado al no tener ni triplicados ni
cantidad suficiente, quedan fuera del estudio ya que los resultados no tienen fiabilidad ni
son totalmente representativos. Los otros 11 extractos que dieron actividad positiva
pertenecen a muestras de pared corporal extraidas de: HS con n-hexano (3) y
diclorometano (3); de HB con acetato de etilo (2) y agua (2) y de HC con metanol (1). La
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actividad de inhibicion de los extractos frente a diferentes bacterias se ve reflejada en la
tabla V:

Tabla V. Actividad antimicrobiana de los extractos de H. sanctori frente a bacterias que afectan a
animales de acuicultura y humanos. Se indican con numeros (1-3) los grupos de holoturias segun su
procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3- holoturias silvestres (HS).
Los simbolos + y — denotan actividad positiva y negativa, respectivamente. El didmetro de los halos de
inhibicion de los antibioticos esta expresado en cm.

V. anguillarum ¥, harveyi ¥ alginolyticus | V. vulnificus ¥ parah Iyfieus | P. d I 5.
1 + +
n-Hexano 2 + = = - + +
3 + + +
1 + +
Diclorometano 2 + - = - =
&) + + +
Acetato de etilo 1 - - B S - +
3 +
Metanol 3 - - B . - +
H:0 1 +
2 + +
Antibidtico referencia 3.27 248 247 1.05 2.01 299 2,12

Como se aprecia en la tabla, hay cuatro bacterias cuyo crecimiento es inhibido por
extractos de H. sanctori, siendo Photobacterium damselae la bacteria susceptible a mas
extractos (9). Los extractos de n-hexano y diclorometano son los que afectan a mas
bacterias, y, en especial, los de HB y HS (a cuatro bacterias). A pesar de haber varios
extractos con actividad positiva frente a diferentes bacterias, ninguno de ellos formaba un
halo del tamafio del antibiotico de referencia (N) que se puede observar en la Figura 27.
Sin embargo, Vibrio harveyi 8120, Vibrio alginolyticus y Vibrio vulnificus no se vieron
afectados en absoluto por ninglin extracto. Ademas, hay extractos que no aparecen en la
tabla porque no produjeron inhibicion del crecimiento de ninguna bacteria: acetato de
etilo de HB, metanol de HC y HB y agua de HS.

A continuacion, se muestra un ejemplo de bacteria susceptible a extractos como
Streptococcus agalactiae (Fig.27), y resistente a todos los compuestos de los extractos

como Vibrio alginolyticus (Fig. 28).
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Figura 27. Antibiograma de extractos de Holothuria sanctori frente a Streptococcus agalactiae. En la
izquierda de la placa se encuentran los extractos de n-hexano (HEX) y en la derecha los de diclorometano
(DCM). Los tres de abajo pertenecen a extractos de agua. Se indican con numeros (1-3) los grupos de
holoturias segun su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS). Se denotan con a, b y c los distintos triplicados. La flecha blanca indica un halo
de inhibicion. TC son los extractos de tubulos de Cuvier de holoturias silvestres, y el disco central es el
antibiético de referencia, en este caso Novobiocina (N).

Segun el criterio seguido, los extractos de n-hexano y diclorometano de HB y HS
(grupo 2 y 3) junto al de agua de HC tienen los halos de inhibicion del tamafio suficiente
como para considerarse actividad positiva frente a Streptococcus agalactiae. La flecha

blanca de la Fig. 27 marca un halo de inhibicion bacteriana.
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Figura 28. Antibiograma de extractos de Holothuria sanctori frente a Vibrio alginolyticus. En la
izquierda de la placa se encuentran los extractos de acetato de etilo (AE) y en la derecha los de metanol
(MET). Los tres de abajo pertenecen a extractos de agua. Se indican con nimeros (1-3) los grupos de
holoturias segin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS). Se denotan con a, b y ¢ los distintos triplicados. TC son los extractos de tibulos
de Cuvier de holoturias silvestres, y el disco central es el antibidtico de referencia, en este caso O/129 (O).

3.2. Andlisis de la citotoxicidad frente a células SAF-1 y N2A

Después de encontrar extractos que lograban interrumpir el crecimiento de
bacterias causantes de patologias de peces marinos y humanos, el préximo paso fue
probarlos en cultivos celulares. Los que no produjeron actividad antimicrobiana, no se
tuvieron en cuenta para este experimento. El objetivo de una terapia bacteriana es curar
la infeccion sin causar citotoxicidad a las células receptoras, por ello se pretendia ver si
dichos extractos que inhibieron el crecimiento de bacterias no eran perjudiciales para

células aleta de dorada y de neurona de raton (ya que es un mamifero como el humano).
3.2.1 Citotoxicidad en SAF-1

Los ensayos con MTT llevados a cabo, mostraron que varios extractos

presentaban citotoxicidad celular, especialmente, en sus concentraciones mas altas. El
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proceso se estandarizé tomando el control como el 100% de viabilidad celular y se
analizaron los datos de absorbancia para determinar el porcentaje de viabilidad con las

siguientes cantidades de extracto por pocillo: 7,81 pg, 15,63 ug, 31,25 ug, 62,5 ug, 125
png, 250 pg, 500 ugy 1000 pg.

En la Fig. 29 se muestran las graficas de las viabilidades celulares reflejando los
efectos citotoxicos que cada extracto de H. sanctori produce en las células SAF-1 respecto
a un control sin extracto. Comparando los extractos de n-hexano de los tres grupos de
holoturias (Fig. 29(I)A), observamos que el extracto del grupo 1 (HC) es el que empieza
a tener citotoxicidad con significancia estadistica respecto al control desde una menor
cantidad de extracto (62,5 pg), seguido del grupo 2 (HB), pero en la maxima cantidad de
extracto (1000 pg), la viabilidad producida por de extracto de HB (1,1%) es menor a la
del de HC (12,4%). El grupo 3 (HS) posee la menor citotoxicidad, ya que hasta 500 pg
no hay efectos significativos de muerte celular, por lo que es el extracto de n-hexano mas

adecuado para usar en una terapia para Sparus aurata.

En el caso de los extractos de diclorometano (Fig. 29(I)B) se aprecia que el grupo
1 y 2 (HC y HB) poseen citotoxicidad significativa respecto al control desde la primera
dilucion con 7,81 pg de extracto, lo cual no es adecuado para usar en terapia ya que podria
causar efectos perjudiciales in vivo al animal. El extracto del grupo de holoturias silvestres
(grupo 3), al no tener citotoxicidad en ninguna concentracion, es el candidato perfecto
para desarrollar un firmaco antimicrobiano. El extracto de acetato de etilo (Fig. 29(I1)C)
de HC es toxico para las células en todas sus diluciones, mientras que el extracto de
acetato de etilo del grupo 3 (HS) s6lo tiene citotoxicidad significativa respecto al control
en la dilucién con mas extracto (1000 pg). El unico extracto de metanol (Fig. 29(I1)D)
que tuvo actividad antimicrobiana es el de HS y a partir de 500 pg presenta toxicidad en
este cultivo de células SAF-1. De los dos extractos de agua (Fig. 29(I)E) con actividad
antimicrobiana, solamente posee citotoxicidad significativa respecto al control en la

dilucion mas concentrada (1000 pg).
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Figura 29 (I). Graficas de citotoxicidad de los extractos de n-hexano (A) y diclorometano (B) de H.
sanctori en células SAF-1. Se indican con numeros (1-3) en los titulos de las graficas los grupos de
holoturias segin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS). *P < 0.0332, **P < 0.0021, ***P < 0.0002, ****P < 0.0001.
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Figura 29 (II). Graficas de citotoxicidad de los extractos de acetato de etilo (C), metanol (D) y agua

(E) de H. sanctori en células SAF-1. Se indican con niimeros (1-3) en los titulos de las graficas los grupos

de holoturias segun su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS). *P < 0.0332, **P < 0.0021, ***P < 0.0002, ****P < 0.0001.
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3.2.2 Citotoxicidad en N2A

Los ensayos con MTT llevados a cabo, mostraron que varios extractos
presentaban citotoxicidad celular respecto al control, especialmente, en sus
concentraciones mas altas. El proceso se estandariz6 tomando el control como el 100%
de viabilidad celular y se analizaron los datos de absorbancia para determinar el
porcentaje de viabilidad con las siguientes cantidades de extracto por pocillo: 7,81 pg,
15,63 ng, 31,25 pg, 62,5 pg, 125 pg, 250 pg, 500 pgy 1000 pg.

Estas células pertenecen a neuroblastoma de raton, por lo que no tienen la misma
aplicacion que las SAF-1, que es para analizar que no haya citotoxicidad en células de un
organismo receptor para desarrollar investigacion de antibidticos para dicho animal. De
manera tedrica, este modelo celular puede sugerir que los dafios producidos a estas células
pueden afectar a células humanas por la similitud de ser mamiferos, pero de ningin modo

es para estudios con fines terapéuticos.

En la Figura 30 se representan los datos de citotoxicidad de los extractos que
produjeron accion antimicrobiana en las placas de cultivo. En este caso hay 6 extractos
que no aparecen debido a que no tuvieron ninguna actividad citotoxica y por lo tanto
podrian suponerse menos dafiinos para el humano si se usaran para alguna aplicacion
relacionada con ¢€l. Estos extractos son el de n-hexano de HC y HS (grupo 1 y 3), de
diclorometano de HB (grupo 2), de acetato de etilo de HS (grupo 3) y los dos de agua, de
HC y HB. Destacamos que el extracto de diclorometano de HS, tienen mas citotoxicidad
que los de HC (Fig. 30B) ya que tiene significancia estadistica respecto al control desde
una dilucion menor. De todos los demas extractos, el de metanol (Fig. 30D) es el que mas
afecta a las células ya que desde la primera dilucion hay citotoxicidad significativa
comparandolo con el control, pero es el extracto de n-hexano (Fig. 30A) de HB el que

mas células mata, ya que con 1000 pg, la viabilidad celular se ve reducida al 3,6%.
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Figura 30. Graficas de citotoxicidad de los extractos de n-hexano (A), diclorometano (B), acetato de
etilo (C) y metanol (D) de H. sanctori en células N2A. Se indican con nimeros (1-3) en los titulos de las
graficas los grupos de holoturias segtin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de
biofiltro (HB), 3- holoturias silvestres (HS). *P < 0.0332, **P <0.0021, ***P < 0.0002, ****P < 0.0001.
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4. Compuestos bioactivos

Este apartado se dividird en dos subapartados diferenciados para ordenar los
resultados: el fraccionamiento del extracto de n-hexano de HB y ensayos de citotoxicidad

frente a lineas celulares tumorales.
4.1 Fraccionamiento del extracto de n-hexano de holoturias de biofiltro (HB)
El primer fraccionamiento del extracto se abordé mediante una cromatografia de

exclusion molecular en la que se obtuvieron bandas de la muestra de diferente color (Fig.

31). La banda marrdn en la parte inferior de la columna representaba la primera porcion

del extracto en eluir con compuestos de mayor radio molecular.

A

Figura 31. Columna cromatografica de exclusion molecular Sephadex LH-20. Se observan distintas
bandas de color como consecuencia del fraccionamiento de las moléculas que componen la muestra. Cada
banda de un color es un grupo de compuestos con pesos moleculares similares.

El andlisis mediante cromatografia en capa fina (TLC) nos permitié agrupar los
tubos por similitud de sus bandas mayoritarias por polaridad en 6 fracciones que poseian

coloraciones diferentes, fruto de la division de los grupos de compuestos (Fig. 32).
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Figura 32. Fracciones concentradas del extracto de n-hexano de HB

A modo de resumen, se realizoé una TLC de las 6 fracciones finales revelada con

cloruro de cobalto y calor (Fig. 33).

Figura 33. TLC de las 6 fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto de n-hexano de HB.
(A) y (B) se diferencian en el tiempo de exposicion a la fuente de calor, lo que permite apreciar la tonalidad
de las bandas e intensidad de los compuestos mayoritarios.

En la Figura 33 podemos observar la gran cantidad de compuestos que aparecen
separados por polaridad. Los compuestos de la parte superior son los mds apolares,
arrastrados por la fase movil. La fraccion 1 se descartod de los experimentos por la poca
cantidad de producto que poseia (2,98 mg). Esta porcion fue la que recogio el volumen
muerto de la columna para asegurarnos de no perder los primeros productos. En la
fraccion 2 destacaban dos bandas abundantes, una en el punto de aplicacion, y otra apolar
muy marcada casi a la altura del frente. También se vieron algunos productos intermedios
de menor intensidad. La fraccion 3 contenia productos polares en el punto de aplicacion,
y dos bandas intensas a media altura en colores azul-gris y amarillo (Fig. 33A). La
fraccion 4 poseia dos bandas mayoritarias a media altura, una color magenta y otra color

marrén. La primera es probable que represente esteroides como puede ser el colesterol,
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ya que en estos organismos invertebrados son muy abundantes. La forma de campana que
se observa en la Fig. 33B es caracteristica de los acidos grasos los cuales se queman mas
tarde. La fraccion 5 mostrd las mismas bandas que la 4 pero mas tenues, y la fraccion 6

solo poseia productos polares visibles en el punto de aplicacion.

Dado que la ultima fraccion atn revelaba la presencia de productos, se optod por
recoger mas tubos de la columna hasta llegar a 60 (fraccion 7), y se uni6 a la fraccion 6

ya que ambas eran muy similares (Fig. 34).
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Figura 34. TLC de las 7 fracciones obtenidas. Esta imagen muestra que se saco una séptima fraccion,
aunque ésta se unio a la F6.

Se procedid a aplicar mas procesos cromatograficos (SPE, CLMP y TLC) para
resolver la F2 y F4 porque fueron las que mostraban compuestos mas mayoritarios en la
TLC. Una alicuota de F2 se separ6 para analizar la actividad en células N2A, porque se
logro resolver entera (aislando los compuestos mayoritarios) y fue la tnica con cantidad
de muestra suficiente como para hacer este experimento.

4.1.1 Resolucion de F2.

De las fracciones obtenidas de la columna de exclusion molecular se seleccion6
la fraccion 2 (F2) para comenzar el fraccionamiento debido a la cantidad de muestra
(81,94 mg) y a la presencia de dos compuestos mayoritarios, visibles en la TLC (Fig. 34).
El objetivo era aislar los compuestos mayoritarios de esta fraccion, que claramente eran
los polares del punto de aplicacion y los apolares casi a la altura del frente. Ademas, habia
bandas minoritarias de polaridad intermedias (Fig. 34). Para ello, se realizé una TLC
empleando como fase modvil n-hexano: acetato de etilo (95:5). Esta fase movil es mas
apolar que la usada anteriormente, lo que nos permite confirmar que la banda que migraba

mas en las condiciones previas corresponde a un tnico compuesto (Fig. 35).
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Figura 35. TLC de F2 del extracto de n-hexano de HB con fase mévil n-hexano: acetato de etilo (95:5)

El resultado obtenido después de extraccion en fase solida (SPE) de la F2 fue la
elucion secuencial de la muestra con n-hexano (recogiendo 15 tubos), acetato de etilo (3
tubos), y metanol (3 tubos) con el siguiente comportamiento en TLC (Fig. 36).

Figura 36. TLC de F2 fragmentada con SPE y tres solventes: n-hexano (de 1 a 15), acetato de etilo
(de 16 a 19) y metanol (de 19 a 21).

Tal y como se esperaba, se aprecia que a partir del tubo 3 empieza a eluir en n-
hexano un compuesto muy apolar y mayoritario que cayé con el n-hexano y que poco a
poco se pierde. Sin embargo, sorprendid que entre los tubos 2 y 4 eluye el compuesto que
permanece en el punto de aplicaciéon. Dado su caréacter polar se esperaba que hubiera
quedado retenido.

De cualquier manera, este hecho nos facilitdé el proceso de separacion de
compuestos ya que en el tubo 2 solo contenia una banda correspondiente al compuesto
mas polar, de forma que se secé y se prepard para analizar dicho compuesto por RMN.
Igualmente, también se selecciond el tubo 16 para analizar en RMN debido al hecho de

que se observo una unica banda en TLC situada en el punto de aplicacion, de caracter
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polar, a partir de la fragmentacion con acetato de etilo. De este modo ya qued6 separada
de la F2 la parte polar.

Al obtener los espectros de RMN de estas dos muestras no se logré relacionar las
sefales de los picos con una molécula concreta ya que eran algo confusos.

Se realiz6 una cromatografia liquida de media presion (CLMP) para purificar el
compuesto de naturaleza apolar de F2 y el analisis en TLC con fase movil de n-hexano:
acetato de etilo (3:1) de todos los tubos reveld que el compuesto de interés se encontraba
entre los tubos 18 y 25 (Fig. 37A). Una nueva TLC con fase movil de n-hexano: acetato
de etilo (95:5) asegurd que el compuesto estaba aislado de otras sustancias presentes en
la muestra (Fig. 37B). Por su pureza en TLC, se seleccionaron los tubos 20, 21 y 22 para
analizarlos en RMN.

Figura 37. TLC de la porcién apolar de F2 en fase movil con n-hexano: acetato de etilo 3:1 (A) y con
n-hexano: acetato de etilo 95:5 (B).

Al obtener los resultados de RMN de 'H de la parte apolar de F2 se corrobord que
las sefiales de los picos correponden a los de un triglicérido. En la Figura 38 se muestra
la representacion de un triglicérido y se asignan con letras las sefiales de los picos del
espectro a los diferentes H a los que pertencen dentro de la molécula. En otras palabras,
analizando el patron de las senales de los H del espectro, se puede correlacionar con las

sefales de cada grupo de atomos de H del triglicérido.

Como podemos observar los picos T corresponden a los hidrogenos de los dobles
enlaces de las cadenas hidrocarbonatada, los picos S y O a los hidrogenos de los carbonos
del glicerol, y los demas picos pertencen a diferentes puntos de los carbonos de las
cadenas hidrocarbonatadas de los 4cidos grasos.
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H de la F2, tubos 20-21-22 (CDCls, 600 MHz, 298K).

Ademas, para resolver algunas sefiales confusas entre 3 y 2,5 ppm, se hizo un *C
de la misma muestra para ver si se encontraban epoxidos, tipicos en moléculas que sufren
reacciones de oxidacion. En el espectro de RMN de la Figura 39 se aprecian las senales
de los picos que corresponden a los atomos de carbono de la molécula, y podemos
corroborar que no existe oxidacion en la molécula. Las sefiales mas a la izquierda del
espectro corresponden a los carbonos carbonilicos, y los picos T corresponden, de nuevo,
a los dobles enlaces de las cadenas de los acidos grasos. Estos ultimos picos nos dan
informacion sobre la molécula, ya que hay mucha contribucion de carbonos con dobles
enlaces, por lo que podemos asumir que los acidos grasos de la molécula poseen
numerosas insaturaciones. Las sefiales S y O pertenecen otra vez a los carbonos del
glicerol, y, finalmente, todos los demads picos corresponden a los demas carbonos de las
cadenas hidrocarbonadas, por lo que se intuye que es un triglicérido con acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga.
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Figura 39. Espectro de RMN de *C de la F2, tubos 20-21-22 (CDCl3, 150 MHz, 298K).

o

Como se menciond anteriormente, se guardd una alicuota de la F2 proveniente del
extracto original de n-hexano de HB para probar en N2A, que mostrd la mayor actividad
frente a estas células a alta concentracion. Se probd sélo esta fraccion porque era la que
mas mg tenia y de la que mas compuestos se aislaron para identificar. En la Figura 40 se
muestra la viabilidad de las células N2A frente a distintas concentraciones de esta fraccion
respecto al control. Se puede observar que hay efecto citotoxico con significancia
estadistica respecto al control, sélo en la concentracion mas alta (1000 pg), y reduce la
viabilidad en un 55,5%. Sin embargo, el extracto sin fraccionar reducia en un 96,4% la
viabilidad celular (Fig. 30A). Ademas, el extracto sin fraccionar era citotoxico a partir de
250 pg.
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Figura 40. Grafica de citotoxicidad de la fraccion 2 del extracto de n-hexano de HB de H. sanctori en
células N2A. **P <0.0021.

4.1.2 Resolucion de F4.

Para el estudio de esta fraccion se procedid de la misma manera que para la F2.
Se realizdo una CLMP y se recogieron porciones hasta que se detectod el compuesto entre
los tubos 130 y 149 (Fig. 41).

e A —

- —

o 135 136 Y N 0S

t \ 1 ¢ - . . . = . -
30 3, 0 o (O e NS e N a1

u

' R LR i
Figura 41. TLC del compuesto mayoritario detectado en F4.

Se pudo resolver el espectro de RMN de esta fraccion concentrada obteniendo una
mezcla de colesterol y un derivado, el 24-metilcolesterol (Fig. 42). Esto puede razonarse

fijandonos en las sefiales caracteristicas de los hidrogenos de esta molécula. El pico 6
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representa los H de doble enlace de la molécula, el 3 corresponde al H del grupo hidroxilo
del carbono 3. El pico 19 corresponde a las sefiales de los H del metilo en esa posicion,
caracteristico de esta molécula y los picos 21, 26 ,27 y 28 aunque aparecen algo solapados
y juntos pertenecen a los hidroégenos de los carbonos de dichas posiciones, que se

encuentran en los extremos.

Se puede apreciar que en el pico 18 existen dos sefiales de los H, es por ello, que
nos lleva a pensar que hay otro compuesto cuyos H estan produciendo otra sefial. Debido
a que este es el pico mas apartado y menos solapado se pueden distinguir bien estas dos
sefales. Se trata de la sefal de los hidrogenos del 24-metilcolesterol. Observando la
intensidad de las sefiales, se estima que en la muestra hubiera una proporcion 1:3 o 1:4

de colesterol: 24-metilcolesterol: colesterol.
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H de la F4 (CDCl3, 600 MHz, 298K).

Para asegurar que todo el contenido de la muestra F4 no hubiera quedado retenido,
se continuo la elucion de la columna desde el tubo 160 al 320, pero en la TLC no se

observaron compuestos.

4.2 Citotoxicidad frente a lineas tumorales

Se realizaron experimentos para determinar la toxicidad de las diferentes

fracciones aisladas por cromatografia frente a lineas tumorales. Las lineas celulares
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cancerigenas de humano examinadas fueron A549 (adenocarcinoma de pulmoén), HBL-
100 (carcinoma de mama), HelLa (adenocarcinoma cervical), SW1573 (carcinoma
pulmonar bronquiolo-alveolar), T-47D (carcinoma de conducto mamario invasivo) y
WiDr (adenocarcinoma colorrectal). Ninguna fraccion tuvo actividad frente a las lineas
tumorales excepto la F6 del extracto de n-hexano de HB que tuvo una potente actividad
contra la linea celular HBL-100 que corresponde a cancer de mama. Exactamente, con
so6lo 2,7 pg/ml (GI50: inhibicion del crecimiento del 50%) de esta fraccion, la
proliferacion de estas células cancerigenas se reduce a la mitad (Fig. 43). Para conocer la
molécula causante de estos efectos, se deberia continuar cromatografiando dicha fraccion
(igual que con F2 y F4) hasta aislar todos los compuestos mayoritarios posibles y

probarlos de nuevo frente a esta linea celular con el fin de encontrar el componente

bioactivo.
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Figura 43. Datos de la citotoxicidad causada por las fracciones del extracto de n-hexano de HB en
distintas lineas celulares tumorales, representados en grafico de barras. La flecha roja denota la
fraccion con actividad.

Ademas de analizar el extracto de n-hexano de HB fraccionado, se estudid la
actividad citotoxica de los demas extractos de n-hexano, diclorometano, acetato de etilo,
metanol y agua. Encontramos una gran actividad citotoxica sobre cinco de las seis lineas
tumorales analizadas en el extracto de diclorometano de HC (DCM-1). Analizando la Fig.
44 se puede ver lo bajos que son los valores de GI50 de este extracto para 5 tumores
solidos. Esto indica que para SW1573 (cancer de pulmén bronquiolo-alveolar), por
ejemplo, se necesitan menos de 0,625 pg/ml para producir el 50% de la inhibicion del
crecimiento del tumor. Para las lineas WiDr, A549, T-47D y HeLa este extracto tiene una
potente actividad también, y su GIS0 es 1,8; 2,8; 3,3 y 6,6 pg/ml, respectivamente.
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Aunque también tiene algo de actividad contra las células HBL-100, su citotoxicidad no

es tan notable, pero se aprecia perfectamente que es el extracto mas activo de todos.

Secreening results in Gl (micragrams/mlL )
Tellline
Crmax Reference A549 HEL-100 HeLa SW1573 T470 WiDr
625 Hex-1 63 63 63 63 63 62
625 Hex-2 63 63 63 63 63 62
625 Hex-3 63 63 63 63 63 63
625 Hex-TC 63 83 63 s 30 83 63
62,5 gD 2.8 40 6.6 =0 625 3,3 1,8
625 DCM-2 63 63 63 24 63 52
625 35 63 63 34 32 18
625 DCW-TC 63 63 63 63 63 63
625 AE-1 63 63 63 63 83 63
625 AE-2 63 63 63 63 53 63
625 AE3 ] B3 B3 %) 53 B3
625 AE-TC 63 63 63 63 63 %ﬁs
625 Met-1 25 63 63 v 23 16
625 Met-2 63 63 63 63 3 63
625 (D) 15 63 63 27 3 14
625 Met-TC B3 B3 B3 B3 53 B3
62,5 H20-1 63 63 63 63 63 63
625 H20-2 63 63 63 63 63 63
625 H20-TC 63 63 63 63 63 63

Cmax = maximum assay concentration (micrograms/mL)
Exposure time 48 h

Figura 44. Datos de la citotoxicidad medida con GI50 (ug/ml) producida por cada extracto de pared
corporal y tibulos de Cuvier de Holothuria sanctori en distintas lineas celulares tumorales,
representados en tabla de valores. Las flechas denotan el valor de mayor actividad de cada extracto, y
los circulos del mismo color son sus extractos pertinentes. Se indican con nimeros (1-3) los grupos de
holoturias segin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS).

El circulo azul corresponde al extracto de diclorometano de HS (DCM-3) cuya
maxima citotoxicidad también es frente a la linea SW1573 con una IG50 de 3,4 pg/ml.
También muestra algo de actividad frente a WiDr, A549, T-47D, pero son valores menos

significativos.

El tercer extracto con actividad es el de metanol de HC (Met-1), en amarillo, cuya
maxima actividad es frente a WiDr (cancer colorrectal) con una GI5S0 de 16 pg/ml.
Menores actividades se vieron frente a las lineas A549, T-47D y SW1573.

El ultimo extracto con cierta actividad sobre las células tumorales fue el de
metanol de HS (Met-3) rodeado en negro. Su méxima citotoxicidad fue frente a T-47D
(cancer de mama) con un valor de GI50 de 13 pg/ml, pero también tiene un GIS0 menor
de 20 pg/ml (todavia se considera buena actividad) frente WiDr, A549 cuyos valores
fueron 14 y 15 pg/ml, respectivamente. El extracto que se fraccion6 (n-hexano de HB)

no tuvo actividad frente ninguna linea tumoral analizada.

Los extractos de n-hexano, acetato de etilo y agua de pared corporal y tibulos de

Cuvier no tuvieron ninguna actividad, exceptuando la leve inhibicion de proliferacion
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celular del extracto de n-hexano de tabulos de Cuvier frente a SW1573 con un valor de
GI50 de 39 pg/ml.

Por ultimo, cabe destacar que algunos extractos tuvieron la capacidad de acabar
con la totalidad del tumor, no solo con el 50%. Esto se midié con la inhibicion total del
crecimiento (TGI). El extracto DCM-1 vuelve a ser el mas activo, y tiene una TGI de 3,6
ng/ml (Fig. 45), para la linea celular de cancer de pulmén SW1573, que coincide con el
valor mas bajo de GI5S0 que tuvo este extracto. El extracto de Met-3 también ha
conseguido la inhibicion total de la proliferacion (aunque de manera menos potente) de
tres lineas celulares: A549, T-47D y Widr, con TGI de 35, 26, 29 ng/ml.
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Figura 45. Datos de la inhibicién total del crecimiento medida con TGI (ng/ml) producida por cada
extracto de pared corporal y tiibulos de Cuvier de Holothuria sanctori en distintas lineas celulares
tumorales, representados en grafico de barras. Los circulos indican los extractos con actividad mas
potente. Se indican con numeros (1-3) los grupos de holoturias segiin su procedencia: 1- holoturias de
cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3- holoturias silvestres (HS).
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Discusion

Los compuestos bioactivos derivados de organismos marinos son fuentes
importantes para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. Los pepinos de mar
contienen muchos metabolitos polares y no polares que se pueden utilizar con fines
biomédicos (Kamyab et al., 2022).

Como se ha comentado anteriormente, hay muchos estudios con holoturias en los
que se han aislados compuestos con actividad bioldgica. Pero también hay muchos en la
fase previa, en la que se estudia el extracto crudo, y este es el punto en el que se encuentra
este trabajo. En la Tabla VI se han recopilado varios estudios con extractos de holoturias
y se puede apreciar la diversidad de sus actividades bioldgicas, desde antibacteriana y

antitumoral, hasta hemolitica, antifingica y antifouling.

Tabla VI. Recopilacion de extractos de distintas especies de la clase Holothuroidea y sus actividades
biolégicas.

Antibacteriana: B. subtilis, B.
cereus, E. coli, y P.
aeruginosa

Acetato de etilo H. forskali Telahigue et al.,

2020

anguillarum
Hemolitica

Metanol H. atra y H. nobilis | Antibacteriana: E. coli, P. Soliman ef al., 2016
aeruginosa 'y S. aureus
Antifouling

n-Hexano H. atra Antibacteriana frente a P. Sukmiwati et al.,
aeruginosa 2020

Agua y metanol H. atra Antiproliferativa: HeLa y Dhinakaran y Lipton,
MCE-7 2014

Acuoso y de acetonitrilo | Cucumaria Antibacteriana: E. coli, C. | Haug et al., 2002

frondosa glutamicum, S. aureus y V.

n-Hexano, acetato de
etilo y metanol

H. leucospilota

Antibacteriana: E. coli, K.
pneumoniae, S. aureus, M.
luteus y V. harveyi
Antifouling: larvas de
Amphibalanus amphitrite

Darya et al., 2020

Acetato de etilo, metanol
y agua-metanol (50%)

H. leucospilota

Antifungico: 4. niger y C.
albicans.

Toxicidad frente a Artemia
Sin actividad antibacteriana

Mohhamadizadeh et
al., 2013

Después de encontrar el metabolito bioactivo in vitro, hay una serie de ensayos

que deben superar, incluyendo ensayos in vivo, hasta poder ser comercializados. Ademas,
hay otros factores que hacen el proceso de aprobacion dure aproximadamente 15 afios.
Esta demora se puede deber a las complicaciones en el cultivo de organismos marinos,
metabolitos menos activos en extractos, identificacion de protocolos apropiados para la

extraccion y posterior purificacion, la toxicidad de los extractos y la sintesis sostenible de

63



compuestos (Manochkumar et al., 2022). De cualquier manera, la biotecnologia marina
€s un campo en auge y constante expansion, por lo que es de vital relevancia caracterizar

nuevos compuestos quimicos, asi como sus actividades bioldgicas.

1. Bacterias

La epidemia global de aparicion de resistencias ante farmacos antibacterianos actuales
frente a bacterias pone en manifiesto la necesidad de encontrar nuevas biomoléculas con
actividad antibacteriana. Este problema creciente de salud publica se demuestra con el
descenso de la efectividad de algunos antibidticos como los beta lactdmicos o quinolonas,
al igual que la aparicion de cepas como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA) y las Pseudomonas resistentes a las fluoroquinolonas (Shannon y Abu-
Ghannam, 2016).

En primer lugar, en este estudio se han obtenido extractos de Holothuria sanctori
provenientes de ambiente silvestre, de cultivo o de biofiltro que han logrado inhibir el
crecimiento de cuatro bacterias: Streptococcus agalactiae CECT 183, Vibrio
parahaemolyticus CECT 5111, Photobacterium damselae sbsp. piscicida B1 y Vibrio

anguillarum 507 a concentraciones de 10 mg/ml.

En estudios similares, Dayra et al., 2020 probaron concentraciones de extractos de
pared corporal de H. leucospilota hasta 2 mg/ml frente a E. coli, K. pneumoniae, S.
aureus, M. luteus y V. harveyi y observaron que los extractos de hexano y acetato de etilo
frente a V. harveyi mostraron una MIC de 1 y 0,5 mg/ml, respectivamente. Similarmente,
el trabajo de Telahigue ef al., 2019 utiliz6é también una concentracion de extracto de
acetato de etilo de H. forskali de 2 mg/ml, produciendo actividad antimicrobiana en B.
subtilis, B. cereus, E. coli, y P. aeruginosa. La actividad antimicrobiana de estos estudios
se ha conseguido con menor concentraciéon que nuestro estudio (que usaba 10 mg/ml),
esto puede deberse a que sean extractos mucho potentes, o que el compuesto

antimicrobiano en sus extractos sea mas mayoritario.

Los halos de inhibicion de los extractos de acetato de etilo de HB y metanol de HC y
HB no llegaban a medir 1 cm y por eso directamente no aparecen en la Tabla V, pues se
asume actividad negativa frente a todas las bacterias. Quizds un aumento de la
concentracion de los extractos con actividad negativa provocaria el incremento del

tamafio de los halos de inhibicidn.

Se observd que extractos como los de diclorometano de HC y HS aun teniendo

actividad positiva, su halo no era completamente inhibitorio. Esto puede ser debido a la
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al hecho de que el extracto ejerce una accion bacteriostatica mas que bactericida, o que
se requiera mayor concentracion para matar completamente a las bacterias. Debido a que
ningun halo de inhibicion de los extractos supero el tamafio de los halos de los antibioticos
de referencia, se sugiere para futuros experimentos el incremento de la cantidad de
extracto para observar si aumenta su capacidad bactericida. Ademads, seria interesante
conocer la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) en cada bacteria mediante
experimentos con diluciones para poder conocer exactamente a partir de qué

concentracion de extracto comienza la actividad antibacteriana.

Streptococcus agalactiae es una bacteria capaz de causar complicaciones infecciosas
en grupos de riesgo como mujeres embarazadas, neonatos y ancianos. Ademads, se ha
observado un incremento de las resistencias a antibidticos no beta lactamicos como
clindamicina, eritromicina y fluoroquinonas (Raabe y Shane, 2019). Por ello, adquiere
vital importancia el descubrimiento de nuevas moléculas para curar esta infeccion. Por
otro lado, esta bacteria es patogénica para animales de acuicultura. En Guandong se
confirmaron 146 casos en granjas acuicolas de infeccion por S. agalactiae en tilapias
adultas (Sun et al., 2016). Se reportd también en 2001 en la Bahia de Kuwait (golfo
Arabico) una muerte masiva de mujol salvaje (Liza klunzingeri) que afect6 a 2.500
toneladas métricas a causa de S. agalactiae (Gilbert et al., 2002). Estos hechos
representan una pérdida econdomica y un peligro de seguridad alimentaria que repercute
finalmente en el humano. No se ha reportado en estudios anteriores la inhibicion de
crecimiento de esta bacteria con extractos de holoturias, mientras que en este estudio
algunos extractos de H. sanctori (n-hexano y diclorometano de HB y HS y acuosos de
HC) han producido halos de inhibicion en placa frente a esta bacteria lo que implica un

avance de gran interés.

En cuanto a Photobacterium damselae subsp. Piscida, no se han encontrado articulos
que demuestren la actividad antimicrobiana de extractos de holoturias frente a esa
bacteria. Solo se ha visto que el rifion de lubina tiene cierta actividad contra esta bacteria
(Caruso et al., 2020). La peligrosidad de esta bacteria reside en que es capaz de infectar
a peces, moluscos, crustaceos y cetdceos. En humanos produce infecciones oportunistas
que pueden acabar en fascitis necrotica (Rivas et al., 2013). El presente trabajo ha logrado
encontrar 9 extractos (de n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol y agua) que
producian halos de inhibicion en esta especie, abriendo posibles oportunidades de terapia

para animales y humanos.

V. parahaemolyticus es una bacteria marina que, a menudo, se acumula en los tejidos
blandos de las ostras y que, debido a que es una bacteria zoondtica, es posible que el

humano al ingerir dicho alimento pueda sufrir la infeccion bacteriana (Ndraha et al.,
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2020). La infeccion por esta bacteria es la principal causa de enfermedad por ingesta de
comida procedente del mar en muchos paises incluyendo Corea y Estados Unidos. La
mayoria de cepas son no virulentas pero las que poseen los genes tdh y trh son las mas
peligrosas (Park et al., 2018). Encontrar nuevos antibioticos contra esta bacteria también
es crucial ya que cada vez muestran mas resistencias a farmacos, lo que compromete la
salud publica y produce pérdidas economicas. Al contrario de lo que se ha observado en
este estudio con extractos de metanol de HC, HB y HS a 10 mg/ml se ha reportado
inhibicidn del crecimiento de V. parahaemolyticus con extractos de metanol y etanol de
Holothuria parva a concentraciones mayores de 20 pg/ml (Shadi y Oujifard, 2019). Sin
embargo, en este estudio se han observado halos de inhibicion con extractos de n-hexano
y diclorometano de H. sanctori de HB y HS a concentracion de 10 mg/ml.

Vibrio anguillarum es una bacteria marina capaz de causar enfermedades a
organismos marinos incluyendo animales de acuicultura. En estudios anteriores, se habia
visto que los extractos acuosos de fluido coledémico y arbol respiratorio del pepino de mar
Cucumaria frondosa causaba inhibicion proliferativa (Haug et al., 2002) de esta bacteria
(en el serotipo O2). De forma similar, aunque la cepa del presente estudio era V.
anguillarum 507, los extractos de n-hexano y diclorometano de HC, HB y HS, y acuosos
de HC y HB, lograron causar inhibicion del crecimiento. Similarmente, Sibero et al
(2019) concluyd con que los extractos corporales de acetato de etilo a 10 ug/ml de
Holothuria atra inhibian el crecimiento bacteriano de este Vibrio incluso mas que el

control con Ampicilina (10 pg/ml).

Se ha visto que los extractos de metanol, etanol y agua de Holothuria parva no
causaban inhibicidon en Vibrio alginolyticus (Shadi y Oujifard, 2019). También se ha
reportado que la cepa HAT3 de esta bacteria causa ulceras en la piel a Holothuria arta en
cultivo (Fahmi, 2022). Sin embargo, los extractos metandlicos y de acetato de etilo de
Holothuria arta inhibian de manera significativa el crecimiento de V. alginolyticus
(Sibero et al., 2019). La cepa del presente estudio, que es capaz de infectar al abalon, no
fue susceptible a ningin extracto de pared corporal de Holothuria sanctori. Por ello,
adquiere vital importancia buscar posibles moléculas contra esta bacteria en tibulos de
Cuvier o en la pared corporal, ya que asi, se fomentaria la proteccion del abalon por parte
de las holoturias con aplicacion para cultivos IMTA.

Vibrio harveyi, que pertenece a la familia Vibrionaceae de la clase
Gammaproteobacteria, puede causar en peces lesiones oculares/ceguera, gastroenteritis,
necrosis muscular, ulceras en la piel y pudricion de la cola. Dayra et al. (2020) ha
reportado que los extractos de n-hexano y acetato de etilo de pared corporal y gonadas de

Holothuria leucospilota, producian mas inhibicion que el antibiotico de referencia. Por el
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contrario, en este estudio, ningun extracto de Holothuria sanctori fue capaz de producir
inhibicion ni en V. harveyi 8210 de lubina ni en Vibrio vulnificus. Esta ultima bacteria es
potencialmente peligrosa ya que causa infecciones fatales: septicemia por consumo de

comida de mar, infeccion de heridas o de tracto digestivo (Yun y Kim, 2018).

Seria crucial saber que compuestos de los extractos son los causantes de las
actividades antibacterianas observadas. Se conocen varios compuestos antimicrobianos
en holoturias, pero el mas comun son las saponinas. La saponina es una clase de
compuestos que pueden inhibir o matar microbios al reaccionar con esteroles de
membrana, el efecto principal de las saponinas en las bacterias es la liberacion de

proteinas y enzimas de las células, inhibiendo su crecimiento (Hardiningtyas, 2009).

2. Citotoxicidad frente a SAF-1 y N2A

Actualmente no hay ningtn estudio en la bibliografia con datos de citotoxicidad de
extractos de holoturias frente a células SAF-1 o N2A. Se ha reportado que los extractos
acuosos de las hojas del arbol Moringa oleifera (Garcia-Beltran et al., 2020) mostraron
citotoxicidad a concentraciones superiores de 10 pg/ml frente a células SAF-1 mientras
que los extractos etanolicos de dicha planta mejoraban la viabilidad de dichas células. Los
extractos acuosos del presente estudio tienen citotoxicidad significativa respecto al
control a partir de la segunda dilucion con mas extracto (500 pg) que equivale a 25 pg/ml
en términos de concentracion, de manera que son menos toxicos para las células SAF-1

que los acuosos de hoja de Moringa oleifera.

El estudio de Morcillo y Cuesta (2016) demostro los efectos toxicos de distintos
metales pesados en células SAF-1, entre los que se encontraron Cd, Hg, MeHg
(metilmercurio), As y Pb. El MeHg resulté ser el mas toxico con EC50=0,015 mM,
evidenciando el potencial nocivo de la contaminacién marina sobre células de Sparus
aurata. También se ha analizado el potencial citotoxico de los nanoplasticos de
poliestireno frente a células SAF-1 (Almeida et al., 2019) con el fin de conocer las
consecuencias de la presencia de micro(nano)plésticos en organismos marinos. El estudio
us6 concentraciones hasta 10 pg/ml, resultando no tener ninglin efecto perjudicial. Sin
embargo, en el presente trabajo se ha visto que en células SAF-1, todos los extractos que
tuvieron actividad antibacteriana anteriormente causaban citotoxicidad celular por
encima de concentraciones de 50 pg/ml (equivalente a 1000 pg de extracto por pocillo),
destacando el extracto de diclorometano de HC y HB y el de acetato de etilo de HC que
fueron tdxicos hasta en la diluciéon con menos extracto (7,81 pg), a 0,39 pg/ml. Como

excepcion, el unico extracto sin citotoxicidad fue el de diclorometano de HS. Por ello,
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este ultimo extracto seria un punto de partida idoneo para el desarrollo de un farmaco

antibiotico con aplicabilidad en acuicultura.

Para una terapia para animales de acuicultura lo adecuado es que ninguna de las
diluciones del extracto tenga citotoxicidad frente a las células in vitro. Los halos de
inhibicion obtenidos anteriormente frente a bacterias se produjeron al afadir una cantidad
de 200 ng de cada extracto, ahora bien, esta cantidad de extracto no se podria usar para
investigar un farmaco en aquellos extractos que tuvieran citotoxicidad en SAF-1 a partir
de 125 pg porque produciria efectos nocivos en el animal receptor. Para desarrollar un
farmaco se deberia conocer la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de cada bacteria
mediante ensayos con diluciones en medio liquido, y después habria que analizar la
citotoxicidad de dicha concentracion frente al cultivo celular. Si con estos datos se puede
asegurar que el extracto no tiene citotoxicidad, se puede asumir la seguridad celular de la

etapa in vitro.

Es cierto que el hecho de que no tenga citotoxicidad en células SAF-1, que son
fibroblastos de aleta de dorada, no es suficiente para afirmar que es totalmente seguro, ya
que puede afectar a otro tipo de células del animal receptor. Es por ello, que se deben
hacer pruebas in vivo para evaluar la seguridad y efectividad del farmaco antes de poder

comercializarse o catalogarse como antibiotico.

Los extractos mas toxicos frente a esta linea celular fueron los de diclorometano de
HC y HB y el de acetato de etilo de HC ya que tuvieron efecto significativo en todas las
diluciones. Pero si hablamos de los extractos que afectaron de forma mas significativa la
viabilidad en porcentaje de células (menor p-valor) cabe destacar el de n-hexano de HB
y el de acetato de etilo de HC, con una mortalidad de hasta el 99,5 y 98,1%,

respectivamente.

En el caso de células N2A hubo seis extractos sin citotoxicidad, dos de n-hexano de
HC y HS, uno de diclorometano de HB, uno de acetato de etilo de HS y los dos de agua
de HC y HB. El de metanol de HS causo citotoxicidad significativa en todas las muestras
respecto al control, pero el de n-hexano de HB fue el que mas redujo la viabilidad hasta
un 3,6%, con 1000 pg, por eso fue el extracto elegido para fraccionar. Hay laboratorios
que utilizan estas células de mamifero para simular células humanas frente a posibles
efectos adversos de contaminantes (Loeffler et al., 2021). Por ejemplo, el efecto
neurotdxico de la ciguatoxina, toxico que portan algunos peces marinos (como Seriola
dumerili) que son consumidos por el hombre, puede estudiarse en esta linea celular y
asumirse efectos perjudiciales extrapolando a neuronas humanas (Caillaud et al., 2012).

Dicho estudio utiliza un intervalo de concentraciones en el que encuentra diferencias
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significativas entre 0,01 a 10 pg/ml mientras que nuestro estudio usé concentraciones
entre 3,9 y 50 pg/ml, que son cifras mucho mayores. Esto sugiere que las células N2A
pueden tener una sensibilidad diferencial a la ciguatoxina respecto a los extractos de este
estudio. De la misma manera se podria estudiar la citotoxicidad de los extractos de H.
sanctori, aunque si el objetivo es hacer una terapia desarrollando farmacos
antimicrobianos, los ensayos deben ser mas complejos y abarcar mas tipos de células, asi

COmo ensayos in vivo.

Podemos sugerir que la F2 del extracto de n-hexano de HB puede tener algin
compuesto con cierta actividad frente a células N2A, debido a que, al testar esta fraccion
de forma individual, la viabilidad celular en la dilucidén con mas cantidad de extracto
(1000 pg) se vio reducida al 44,5%. En concreto los compuestos mayoritarios como el
triglicérido aislado o las moléculas que no se pudieron identificar pueden ser los causantes
de esta mortalidad, pero también puede que los compuestos bioactivos frente a esta linea
celular residan en otra fraccion ya que la viabilidad celular en la misma diluciéon del
extracto original sin fraccionar se redujo hasta el 3,6%. Pero para ser rigurosos, para saber
qué compuesto es el causante de la inhibicion del crecimiento de las células de
neuroblastoma de raton, se debe probar cada compuesto individualmente aislado y

separado frente a las células N2A.

Las diferencias de citotoxicidad entre los grupos de holoturias pueden deberse a la
composicion diferencial de moléculas de los extractos. Esta diferencia puede estar
relacionada con la distinta alimentacién que experimentan por encontrarse en diferentes
entornos, lo que afecta a disponibilidad de alimento. Esta teoria es reforzada por el hecho
de que, al hacer las extracciones quimicas, los extractos mostraban diferentes colores e

intensidades segun el grupo.

3. Citotoxicidad frente a tumores

Se han descubierto cuatro extractos (diclorometano y metanol de HC y HS) y una
fraccion de otro (F6 de n-hexano de HB) con potencial antiproliferativo frente a 6 lineas
celulares cancerigenas: A549, HeLa, T-47D, WiDr, SW1573 y HBL-100. Estos hallazgos
abren las puertas a futuras investigaciones para tratar de elucidar que moléculas son las
causantes de dichos efectos. En la bibliografia sélo hay un estudio con H. sanctori
(Arslan, 2020) y lineas tumorales, pero hay mas con otras especies de pepino de mar que
se describen a continuacion. El estudio de Ru ef al., (2022) demostré que un extracto de
proteina de Holothuria leucospilota tuvo actividad frente a la linea celular A549

(adenocarcinoma de pulmoén), pero la méxima concentracion de extracto de dicho trabajo
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era 10 pg/ml, y no llegaba a inhibir el crecimiento tumoral el 50% a las 48 horas de
exposicion, al contrario que el extracto de diclorometano de HC del presente estudio cuya
GI50 fue de 2,8 pg/ml. Los extractos orgéanicos de pared corporal de Stichopus horrens'y
Holothuria edulis mostraron actividad frente a A549, GI50=15,5 y 22,2 pg/ml
respectivamente, mientras que el extracto acuoso de H. edulis presentdé menor actividad,
GI50=132 pg/ml (Althunibat et al., 2013), lo que indica que estos extractos necesitan
concentraciones mas altas que nuestro estudio para inhibir el crecimiento tumoral al 50%.
En el trabajo de Soltani y Baharara, (2014), el extracto de diclorometano de H.
leucospilota produjo actividad inhibitoria en células A549 (GI50=50-70 pg/ml). Se
encontrd cierta actividad antiproliferativa frente a células A549 en los extractos de agua
y metanol de Holothuria tubulosa (Glines, 2019), con GI=157,1 y 112,8 pg/ml,
respectivamente (con un tiempo de exposicion de 48h). Estos valores son mayores a lo
que se ha observado en el presente estudio, indicando que los extractos de dicho son
menos potentes que los nuestros (diclorometano de HC y metanol de HS: GI50=2,8 y
GI50=15 pg/ml, respectivamente). El tnico trabajo que se ha encontrado de H. sanctori
(Arslan, 2020) muestra los efectos de altas concentraciones de extracto de metanol y
acetona frente a células A549, con valores de GI50 de 3.000 y 2.400 ng/ml que son mucho
mayores (menos potentes) a lo que se ha observado con los extractos de diclorometano y
metanol de HC y HS del presente estudio que son los que tuvieron actividad frente a
células A549 (todos ellos con GI50<35 pg/ml). En este trabajo de Dogangiines et al.,
(2021), el extracto de cloroformo de Holothuria tubulosa tuvo actividad en células A549
y HelLa (adenocarcinoma cervical) con una IC50 de 4934 y 176,6 ug/ml,
respectivamente, valores mucho mas altos, y, por lo tanto, menos activos que en el

presente estudio.

El extracto de la mezcla agua y metanol de Holothuria atra (Dhinakaran y Lipton,
2014) también mostr6 actividad contra células HeLa, con una GI50 de 468 pg/ml. El
extracto de metanol de H. leucospilota del estudio de Baharara et al., (2016), tuvo
actividad frente a células HeLa, GI= 50 pg/ml, con 24 horas de exposicion al extracto.
Estos datos muestran valores mayores al extracto del presente estudio que tuvo actividad
frente a células HeLa (diclorometano de HC, GI=6,6 pg/ml), y, por tanto, menos potentes
para inhibir el crecimiento del tumor. De la extraccidon quimica acetato de etilo: metanol
de la pared corporal de H. leucospilota, se aislaron tres compuestos: Equindsido A, 24-
Dehidroequinésido A y Holotutina A (Shushizadeh, 2019). Estos compuestos inhibieron
el crecimiento de células HeLa con valores de GI50 de 10,4; 8,9 y 4,4 pug/ml. Estos
ultimos valores corresponden a la actividad de compuestos aislados, no de extractos por
lo que no se comparan a los obtenidos en el presente trabajo, pero son interesantes para
ver que son cifras parecidas a las obtenidas con los extractos de H. sanctori. Otro trabajo

descubrio6 que los extractos de acetato de etilo de tracto intestinal de H. parva tenian algo
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de actividad frente a células HeLa IC50=45,5 ng/ml, pero para compararlo con el presente
trabajo debemos fijarnos en los extractos de pared corporal cuyas GI50 son 120, 130 y
101 pg/ml de H. leucospilota, H. parva y H. scabra, respectivamente (Mashjoor et al.,
2019). Teniendo en cuenta que el extracto de diclorometano de HC de este estudio tenia

una GI50 de 6,6 pg/ml, los anteriores resultados tienen menor potencial anti proliferativo.

Un polisacarido procedente de un extracto de acetona de Stichopus variegatus mostrd
ligera actividad contra células T-47D (carcinoma de conducto mamario invasivo) frente
al control, pero con una alta GI50 de 400 pg/ml (Thinh et al., 2018). Ademas, el extracto
de metanol de H. scabra mostro actividad frente a la linea tumoral T-47D, con GI de
152,98 pg/ml (Wargasetia y Widodo, 2018). Estos resultados muestran que dichos
extractos necesitan concentraciones mas altas que el presente estudio para inhibir el
crecimiento del tumor en un 50%, ya que el extracto de diclorometano de HC y metanol
de HS tuvieron valores de GI50 de 3,3 y 13 pg/ml, respectivamente. El trabajo de Nursid
et al., (2019) demostro que el extracto de etanol de Holothuria atra, tenia una potente
actividad frente a células T-47D, WiDr (adenoma colorrectal) y Hela con GI5S0 de 9,6;
11,4y 10,4 pg/ml respectivamente. En este tltimo trabajo se muestra la inica referencia
de inhibicion de células WiDr con el extracto de una holoturia, dicho dato de GI50 (11,4
ng/ml) es menor que el extracto de metanol de HS de este estudio (14 pg/ml), pero menos

potente que el de diclorometano de HC (1,8 pg/ml).
Todos estos resultados de extractos de pared corporal de holoturias tomados de la

bibliografia disponible hasta el momento son plasmados en la Tabla VII junto con los

resultados de los extractos con mas actividad del presente estudio.
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Tabla VII. Recopilacion de extractos de distintas especies de la clase Holothuroidea frente a lineas
tumorales de humanos. Para los extractos del presente estudio se indican con numeros (1-3) los grupos de
holoturias segin su procedencia: 1- holoturias de cautividad (HC), 2- holoturias de biofiltro (HB), 3-
holoturias silvestres (HS). Las letras representan las tablas con las lineas celulares A549 (A), HeLa (B) y
T-47D, WiDr, SW1573 y HBL-100 (C). * Denota un tiempo de exposicion de 24h en vez de 48h.

A
Cancer diana Especie del extracto Tipo de extracto GI50 (pg/ml) Referencia
Stichopus horrens Organico 15,56 Althunibat et al. (2013)
Holothuria edulis Orgénico 222 Althunibat ef al. (2013)
Holothuria edulis Acuoso 132 Althunibat ef al. (2013)
Holothuria leucospilota Diclorometano 50-70 Soltani y Baharara. (2014)
Holothuria leucospilota Proteico >10 Ru et al. (2022)
A549 (Cancer de pulmon) | Holothuria tubulosa Agua 1571 Gunes (2019)
Holothuria tubulosa Metanol 112,8 Gunes (2019)
Holothuria tubulosa Cloroformo 4934 Dogangiines et al. (2021)
Holothuria sanctori Metanol 3.000 Arslan (2020)
Holothuria sanctori Acetona 2.400 Arslan (2020)
Holothuria sanctori Diclorometano-1 2,8 Presente estudio
Holothuria sanctori Metanal-3 15 Presente estudio
B
Cancer diana Especie del extracto Tipo de extracto GI50 (ug/ml) Referencia
Holothuria tubulosa Cloroformo 176.6 Dojangiines et al. (2021)
Holothuria atra Agua + metanol 468 Dhinakaran y Lipton (2014)
Holothuria pavra Acetato de etilo 130 Mashjoor et al. (2019)
Hel a (Cancer de cérvix) Holothuria scabra Acetato de etilo 101 Mashjoor ef al. (2019)
Holothuria leucospilota Acetato de etilo 120 Mashjoor ef al. (2019)
Holothuria feucospilota Metanol 50* Bharara ef al. (2016)
Holothuria atra Etanol 10,4 Nursid ef al. (2019)
Holothunia sanctori Diclorometano-1 6,6 Presente estudio
C
Cancer diana Especie del extracto Tipo de extracto GI50 (pg/ml) Referencia
Holothuria scabra Metanol 153 Wargasetia y Widodo (2018)
Holothuria atra Etanol 9,6 Nursid et al. (2019)
T-47D (Céancer de mama) Stichopus variegatus Acetona 400 Thinh et al. (2018)
Holothuria sanctori Diclorometano-1 3,3 Presente trabajo
Holothuria sanctori Metanol-3 13 Presente trabajo
Holothuria atra Etanol 11,4 Nursid et al. (2019)
WiDr (Cancer de colon) Holothuria sanctori Diclorometano-1 1,8 Presente trabajo
Holothuria sanctori Metanol-3 14 Presente trabajo
SW1573 (Cancer pulmon) | Holothuria sanctori Diclorometano-1 <0,625 Presente trabajo
Holothuria sanctori Diclorometano-3 3.4 Presente trabajo
HBL-100 (Cancer mamario) | Holothuria sanctori n-Hexano-2 F6 2,7 Presente estudio
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Como se puede apreciar en las Tabla VII, el extracto de diclorometano de holoturias
de cautividad fue el mas activo frente a cinco de las 6 lineas celulares ensayadas,
comparando con bibliografia revisada en holoturias. De la linea celular restante, HBL-
100, no se han encontrado referencias de efectos citotoxicos de extractos de holoturia, de
manera que el primer dato de actividad biologica se ha obtenido en este estudio y se ha
conseguido con la fraccion F6 del extracto de n-hexano de HB con un valor destacable
(GI50=2,7 pg/ml). Por ello, adquiere vital relevancia la identificacion del producto
causante de esta actividad antiproliferativa. Para ello, se debe cromatografiar paso a paso
la F6 y aislar los compuestos mayoritarios, igual que se hizo con la F2 y F4, para después

testarlos individualmente.

Debido a que solo hubo tiempo de llevar a cabo el fraccionamiento de un extracto,
seria interesante fraccionar los demds que han presentado actividad biologica frente a las
lineas celulares de tumores humanos. En cuanto a los posibles compuestos que pueden
estar presentes en los extractos, es probable que los extractos de metanol obtenidos en el
presente trabajo contengan saponinas. Esa suposicion se realiza basandose en los estudios
de Caulier et al., (2016), que logrd aislar saponinas a partir de una extraccion quimica
con metanol, y de Chumphoochai et al., (2019) que obtuvo extractos ricos en saponinas
a partir de una extraccion con etanol. En consecuencia, por la polaridad de los disolventes
que utilizaron los dos estudios anteriores, similar a la del metanol del presente estudio, y
sabiendo que las especies de clase Holothuroidea son las principales productoras marinas
de saponinas, se cree que puede ser un metabolito secundario presente en los extractos de
metanol del estudio.

Las saponinas son de vital relevancia bioldgica porque participan en procesos de
gametogénesis sincronizando la reproducciéon con la maduracion del oocito de
holoturoideos (Kalinin ef al., 1996). Ademas, tienen un importante papel como defensa
quimica de las holoturias frente a predadores por su actividad membranotrdpica. Su
actividad ictiotoxica reside en la capacidad que tienen las saponinas para unirse a esteroles
de biomembranas (particularmente al colesterol) formando complejos conductores de
iones no selectivos, provocando el flujo de iones, péptidos y nucledtidos. Esto provoca la
lisis y muerte celular (Likhatskaya ef a/, 1985; Careaga, 2011). Este mecanismo quizas
podria explicar la actividad citotoxica que los extractos de metanol producen en las
células de tumores humanos in vitro, ya que los extractos de metanol de HC y HS
produjeron una inhibicion parcial e incluso total del crecimiento de las lineas tumorales
A549, WiDr y T-47D (Fig. 45).
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En H. sanctori se han aislado 20 saponinas, 12 procedentes de la pared corporal, y 8
de los tiibulos de Cuvier, todas ellas no sulfatas, a diferencia de otras especies de
holoturias (Caulier et al., 2016). Por ello seria especialmente interesante el estudio de
saponinas en los tres grupos de especimenes del presente estudio, ya que puede haber

distintos derivados de esta molécula quizas nunca caracterizados quimicamente.

Otros metabolitos comunes en extractos de holoturias son los glicoesfingolipidos,
como ganglidsidos y cerebrosidos. Se ha reportado actividad bioldgica en estas
moléculas, probablemente por su naturaleza anfipatica (Zhang et al., 2012).
Generalmente estos compuestos estdn formados por una ceramida (esfingosina + 4cido
grado) unida a un glucido monosacérido u oligosacarido (Tan y Chen, 2003; Careaga,
2011). Es posible que los dos compuestos de naturaleza polar la F2 del extracto de n-
hexano de HB (Fig. 36, tubos 2 y 16) que no se lograron caracterizar quimicamente con
RMN, pertenecieran a esta familia de moléculas. Esta hipotesis se basa en el hecho de
que la parte apolar de estos supuestos glicoesfingolipidos pudo ser arrastrada de la fase
estacionaria de la cromatografia por otros acidos grasos (interaccionando por fuerzas de
Van der Waals) de otras grasas de la muestra que se comportan como liposomas. Ademas,
en la TLC estas moléculas pueden haber quedado en el punto de aplicacion debido al
caracter polar que le confiere la parte glucidica de la molécula (por interacciones de
puentes de hidrogeno con el gel de silice de la fase estacionaria). Esto es apoyado por el
hecho de que los ganglidsidos y cerebrésidos se suelen presentar como mezclas complejas
formando parte de los lipidos polares de la muestra (Careaga, 2011). Por ultimo, como
son moléculas de alto peso molecular, tendria sentido pensar que se encontraran en la F2.
Pero, para salir de dudas, la tnica forma de identificar aquellos compuestos es volver a
cromatografiarlos y analizarlos.

Lo que si se ha podido demostrar es que en uno de los extractos (n-hexano de HB) se
encuentran triglicéridos de cadena larga y poliinsaturados (fraccion F2), asi como
colesterol y un derivado, el 24-metilcolesterol (fraccion F4). Respecto al compuesto
apolar de la fraccion F2 del extracto de n-hexano de HB, tiene l6gica que el compuesto
identificado sea un triglicérido de cadena larga ya que es una molécula grande y F2 posee
los compuestos de mayor tamafio molecular. Ademas, en la TLC se observaba una
molécula que migraba considerablemente con la fase movil, y, por tanto, era altamente
apolar (Fig. 35), que también concuerda con la naturaleza del triglicérido. Se han aislado
lipidos que han mostrado actividad anticancerigena (Du et al., 2015), por lo que seria
importante analizar la actividad de este compuesto aislado. Realmente se deberia
identificar completamente la molécula para saber si el compuesto ha sido caracterizado
anteriormente. Para conocer el nimero de carbonos se podria hacer una hidrolisis de la

molécula con el fin de construir la estructura exacta.

74



En la fracciéon F4 del extracto de n-hexano de HB se encontraron y aislaron dos
compuestos que resultaron ser el colesterol y 24-metilcolesterol. El colesterol es un
esterol presente en gran medida en muchos organismos marinos, aislado en especies de
pepinos de mar como Holothuria nobilis (Zhang et al., 2020), ya que forma parte de las
membranas celulares. Sin embargo, el 24-metilcolesterol siendo un metabolito menos
comun, se ha encontrado en poriferos como Hymeniacidon heliophila (Granato et al.,
2000). En dicho estudio el colesterol y 24-metilcolesterol se identificaron a partir de un
extracto de n-hexano cromatografiado con una columna de gel de silice y un gradiente de
acetato de etilo en n-hexano, que coincide exactamente con el proceso con el que se
consiguio aislar ambos compuestos en el presente trabajo. El presente estudio evidencia
la primera vez que se identifican colesterol y 24-metilcolesterol en la especie Holothuria
sanctori. Seria vital ensayar estos compuestos de manera individual para averiguar si
poseen un potencial biologico, lo que podria relacionarse con una funcién de defensa

quimica por parte del pepino de mar, o solo sean metabolitos estructurales.

Estos son los compuestos mayoritarios del extracto, pero también hay otra variedad
de moléculas en menor proporcion. Para conocer los compuestos bioactivos habria que
caracterizar quimicamente todas las moléculas posibles y, posteriormente, probar su

actividad frente a cultivos celulares para analizar su potencial biologico.
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Conclusiones

1° Se han obtenido 14 extractos procedentes de pared corporal de los tres grupos de H.
sanctori mediante extracciones quimicas de la muestra con disolventes de polaridad

diferencial.

2° El andlisis de los extractos ha mostrado que las bacterias susceptibles a mas nimero de
extractos de H. sanctori, de mayor a menor susceptibilidad fueron: Photobacterium
damselae sbsp. piscicida B1, Vibrio anguillarum 507, Streptococcus agalactiae y Vibrio
parahaemolyticus CECT 5111. Las bacterias Vibrio harveyi 8120, Vibrio alginolyticus

521y Vibrio vulnificus CECT 529 se mostraron resistentes a todos los extractos.

3° De los extractos con actividad antimicrobiana que se probaron en cultivos de células
de Sparus aurata (SAF-1) y Mus musculus (N2A) s6lo el extracto de diclorometano de
holoturias silvestres resultd no ser citotoxico frente a células SAF-1. En cuanto a células
N2A, los extractos que no presentaron citotoxicidad fueron los de hexano de holoturias
de cautividad y silvestres, diclorometano de holoturias de biofiltro y los extractos acuosos
de holoturias de cautividad y biofiltro. Estos extractos inocuos son candidatos idéneos

para ser testados como posibles farmacos terapéuticos.

4° De todos los extractos de H. sanctori, los de diclorometano y metanol de holoturias de
cautividad y silvestres mostraron actividad antiproliferativa frente a las lineas celulares
de tumores humanos: A549, HeLA, WiDr, SWI1573 y T-47D. El extracto de
diclorometano de holoturias de cautividad fue el que mostré mayor actividad frente a

todas las lineas tumorales con GI50<6,7 pg/ml.

5° El extracto que caus6 mas mortalidad en células N2A (n-hexano de holoturias de
biofiltro) fue fraccionado en 6 porciones, siendo la fraccion F6 la mas activa frente a
cancer de mama (HBL-100) con una GI50=2,7 png/ml.

6° Del extracto de n-hexano de holoturias de biofiltro fraccionado, se aislaron los
compuestos mayoritarios y se obtuvo un triglicérido poliinsaturado de cadena larga de la
fraccion F2 y una mezcla de colesterol y 24-metilcolesterol de la fraccion F4.

7° Los resultados obtenidos demuestran que las holoturias de acuicultura presentan

compuestos con actividad antineopladsica de los que podrian obtenerse PNM, lo que

medioambientalmente es muy favorable al no depender de especimenes silvestres.
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ANEXO I

Medios de cultivo y soluciones de las lineas celulares SAF-1 y N2A.

SAF-1

-Medio de cultivo celular liquido Leibovitz’s L-15.

-FBS de la marca Biowest. Se le afiade un 5% o un 2% de FBS al medio.
-Tripsina de pancreas porcino Sigma 10x diluida hasta 2x.

-Penicilina-Estreptomicina Biowest al 1%.

N2A

-Medio de cultivo celular liquido Roswell Park Memorial Institute (RPMI).

-FBS de la marca Biowest. Se le afiade un 10% o un 5% de FBS al medio.
-Tripsina de pancreas porcino Sigma 10x diluida hasta 1x.

-Glutamina Biowest al 1%

-Piruvato Biowest al 1%

-Penicilina-Estreptomicina Biowest al 0,5%
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