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Abstract.- Echinoderms have been recognized as a rich source of novel bioactive molecules with promising pharmacological applications in
the field of biomedical research. In this framework, the objective of the present study was to evaluate the biological activity of the starfish Luidia
magnifica protein extract through cytolytic and antimicrobial bioassays. The crude extract was obtained from the arms of the starfish, which
demonstrated antimicrobial activity against Escherichia coli and Candida albicans (MIC=1.04 mg mL*and 0.52 mg mL?, respectively), a significant
dose-dependent hemolytic activity (94.8% and EC = 2.929 mg mL™) towards human erythrocytes, as well as cytotoxic activity against C6 rat
glioma line, producing a cellular inhibition of 52% and cell viability of 32% at a concentration of 20 mg mL* using the neutral red and crystal violet
methods, respectively. Results suggest that the starfish L. magnifica represents a potential source of biologically active substances that could be
precursors of compounds for the treatment of diseases.
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Resumen.- Los equinodermos han sido reconocidos como una fuente rica de moléculas activas, con aplicaciones farmacolégicas prometedoras en
el campo de las investigaciones biomédicas. El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad biolégica del extracto de naturaleza proteica
de la estrella de mar Luidia magnifica mediante bioensayos citoliticos y citotéxicos. A partir de los brazos de la estrella de mar se obtuvo el extracto
crudo, que demostré actividad antimicrobiana contra Escherichia coliy Candida albicans (CMI= 1,04 mg mL*y 0,52 mg mL™, respectivamente),
actividad hemolitica dosis dependiente (94,8% y EC, = 2,929 mg mL™) sobre eritrocitos humanos, asi como actividad citotéxica frente a la linea
celular de glioma de rata C6, produciendo una inhibicion celular de 52% y 32% de viabilidad celular, a una concentracion de 20 mg mL* con los
métodos de tincién rojo neutro y cristal violeta, respectivamente. Los resultados sugieren que la estrella de mar L. magnifica representa una fuente
potencial de sustancias biolégicamente activas que pudieran ser precursores de compuestos para el tratamiento de enfermedades.
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INTRODUCCION Recientemente, los equinodermos han recibido atencién
especial como una fuente inexplotada de sustancias activas
con importantes propiedades antimicrobianas, antivirales,
antiprotozoarias y anticancerigenas (Gomes et al. 2014,
2016). A menudo, los compuestos bioactivos son parte de su
sistema inmune innato (Gross et al. 1999). Al ser organismos
benténicos, estan expuestos constantemente a grandes
concentraciones de bacterias, virus y hongos patdgenos, por
lo que su supervivencia depende de su sistema inmunitario, el
cual esta compuesto de una serie de respuestas no especificas,
humorales y celulares, que son el resultado evolutivo de
la necesidad de defenderse (Li et al. 2010). En el caso de
los equinodermos, las respuestas celulares se llevan a cabo
mediante varios tipos de celomocitos (Matranga 1996,

La busqueda exhaustiva de nuevas fuentes de compuestos
bioactivos ha aumentado gradualmente acorde al incremento
de enfermedades emergentes y al creciente desarrollo de
resistencia a los farmacos actuales, por lo que la investigacién
se ha extendido hacia el océano debido a su amplia diversidad
biol6égica (Jha & Zi-Rong 2004, Montaser & Luesch
2011). Los organismos marinos son una fuente importante
de compuestos bioactivos, dado que muestran una gran
variabilidad quimica en respuesta al medio competitivo en el
que estan inmersos (Datta et al. 2015). Asi, han desarrollado
herramientas bioquimicas y fisiol6gicas como mecanismos de
defensa ante depredadores u organismos patégenos (Simmons
et al. 2005).
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Smith et al. 2010); mientras que la inmunidad humoral estd
mediada por una amplia variedad de moléculas secretadas,
mayormente de naturaleza proteica que se encuentran en
el fluido celémico y son capaces de reconocer sustancias
extrafias, neutralizar o destruir patégenos, opsonizar y ayudar
en la cicatrizacién de heridas (Gross et al. 1999, Ramirez-
Goémez & Garcia-Arraras 2010). Entre ellas, las lectinas,
hemolisinas, citocinas, lisozimas, proteinas complementarias
y péptidos antimicrobianos muestran una alta especificidad
de accion, estabilidad estructural, una mayor incidencia de
bioactividad y una menor probabilidad de generar resistencia.
Tales caracteristicas han favorecido su investigacion y
explotacién como potenciales agentes terapéuticos (Kelly
2005, Arizza & Schillaci 2016).

Para el grupo de los equinodermos, las investigaciones se
han centrado principalmente en la extraccién de metabolitos
secundarios, como las saponinas y sus diversas bioactividades
(Xu et al. 2011). Por otro lado, la caracterizacion de los
extractos proteicos y el aislamiento de péptidos bioactivos
son relativamente escasos. Los péptidos antimicrobianos
exhiben efectos microbicidas, propiedades antiinflamatorias
y antitumorales, tales como strongilocinas 1-2 y centrocinas
1-2 obtenidas a partir de Strongylocentrotus droebachiensis
(Li et al. 2008, 2010); paracentrina 1 de Paracentrotus
lividus (Schillaci et al. 2014) y PpCrAMP de Patiria
pectinifera (Kim et al. 2018). También se han identificado
lisozimas en Holothuria polii (Canicatti & Roch 1989)
y Asterias rubens (Jolles & Jolles 1975) con actividad
antibacteriana y hemolitica. Se ha visto que las hemolisinas
de Marthasterias glacialis (Canicatti 1989) y Asterias forbesi
(Leonard et al. 1990) presentan un efecto hemolitico sobre
eritrocitos. Las lectinas muestran actividad antiinflamatoria
(Moura et al. 2013), antibacteriana (Gowda et al. 2008),
antitumoral y hemolitica (Sallay et al. 2000). Otros péptidos
aislados muestran propiedades antivirales, antioxidativas,
antidiabéticas, antitumorales e inmunomoduladoras (Macedo
et al. 2021). Estos hallazgos resaltan la importancia del
estudio de los equinodermos como fuentes promisoras de
péptidos bioactivos, que pudiesen tener aplicabilidad como
agentes terapéuticos.

Luidia magnifica es una estrella de mar (Asteroidea:
Luiididae) nativa de las islas de Hawdi y Filipinas (Fisher,
1906) y recientemente se registr6 su presencia en la bahia
de Santiago, en Manzanillo, Colima, donde es considerada
una especie exo6tica introducida en el Pacifico mexicano
(Galvéan-Villa et al. 2024). El conocimiento respecto a la
bioprospeccién y caracterizacion de compuestos bioactivos
de L. magnifica es nulo. Solamente, existen reportes previos
de otras especies de Luidia que se enfocan en extractos
de naturaleza no proteica, principalmente asterosaponinas

Garcia-Quezada et al.

(Torizzi et al. 2001, Anbukkarasu et al. 2014, Parajuli et
al. 2023). Ante ello el objetivo de este trabajo fue evaluar
mediante bioensayos de actividad antimicrobiana, hemolitica,
de fosfolipasas y citotéxica, el potencial del extracto crudo
proteico de L. magnifica como fuente de compuestos
bioactivos, con la finalidad de proporcionar una visién general
de sus propiedades bioldgicas para futuras investigaciones de
aislamiento de compuestos.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECTA DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

En noviembre de 2018, organismos de Luidia magnifica se
recolectaron en la playa Club de Yates, Manzanillo, Colima
(19°06°04’N; 104°21°4,8’0), mediante buceo auténomo
a una profundidad de 8 m. Los ejemplares se colocaron
inmediatamente en hielo para ser transportados al laboratorio
de Péptidos Naturales del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara,
donde posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta su
procesamiento.

PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO

La extraccion de compuestos proteicos se realizé siguiendo
el método modificado de Mercado et al. (2005). Se tomaron
los brazos de dos organismos que pesaron en total 40 g,
se trituraron con nitrogeno liquido en un mortero y el
polvo resultante se resuspendi6 en 4cido acético al 11%
(1:10), seguido de agitacion en vértex durante 5 min. El
homogeneizado se sonicé (Ultrasonic, Cole-Parmer®,
modelo 08895-52) tres veces durante 30 s. Posteriormente
se centrifugé (centrifuga refrigerada Eppendorf®, modelo
5810R) a 11.000 x g, 30 min y el precipitado se desecho.
El sobrenadante obtenido se esterilizd6 mediante filtracion
con membranas de 0,22 pm (Coté 1999) y se congel6 a -20
°C. Este sobrenadante corresponde al extracto crudo I, el
cual se utilizo para las pruebas de actividad antimicrobiana.
Posteriormente, una parte del sobrenadante se liofilizd
a presion reducida en el equipo Labconco® Freeze Dry
System, modelo 77500, a una temperatura de -50 °C. El
extracto liofilizado se denominé extracto crudo II, el cual se
utiliz6 para los ensayos de actividad hemolitica, actividad de
fosfolipasas y actividad citot6xica.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacién de proteinas se determind mediante el
método de Bradford (1976), con albiimina de suero bovino
(BSA) de Bio-Rad como estandar.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-
PAGE

El andlisis electroforético se realizé segtin el método de
Laemmli (1970). La muestra a una concentracion de 75 mg
mL"! se desnaturaliz6 en tampén de carga en una relacién 1:1 a
95 °C durante 5 min. Posteriormente, el gel de poliacrilamida
al 16%, cargado con 18 pL de muestra, se corrié a 170 V
durante 1 h con amortiguador Tris-Glicina (pH 8,3) (Bio-
Rad®). Las bandas de proteinas se visualizaron con solucién
de tincion azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad®). Las masas
moleculares aparentes de las proteinas se estimaron en
comparacién con los estandares (Dual Xtra Standars, Bio-
Rad®).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA. ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

El bioensayo se realizé con el método de microdilucion
convencional de Ong et al. (2002) frente a las cepas
Staphylococcus aureus (ATCC®6538™) (G+), Escherichia
coli (ATCC®9637™) (G-) y Candida albicans. La prediccién
del crecimiento microbiano se determin6 por el método de
Dalgaard et al. (1994) para la obtencién de datos de recuento
viables en el ensayo para cada cepa. La exposicién de las
concentraciones del extracto (0,008, 0,016, 0,033, 0,065,
0,13, 0,26, 0,52 y 1,04 mg mL™) contra cada una de las
cepas se realizé en microplacas de 96 pozos (Corning® No.
3696) y se incubaron a 37 °C por 30 min. Posteriormente, las
distintas concentraciones del extracto y un control negativo
(cepa sin extracto) fueron cultivadas en cajas de Petri con
agar Muller-Hinton o agar Dextrosa Sabourad y se incubaron
durante 24 h. La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se
determiné mediante el ensayo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC). Los bioensayos se realizaron por triplicado
para cada cepa.

ACTIVIDAD HEMOLITICA

La actividad hemolitica del extracto crudo se determind
segtin el método descrito por Rottini et al. (1990), con
algunas modificaciones. La sangre obtenida de un donador
sano se colocé en solucién de Alsever (dextrosa 0,1 M, NaCl
0,07 M, citrato de sodio 0,027 M y acido citrico 0,002 M,
pH=7,4). La suspension se centrifugé a 3.000 rpm por 5
min y el sobrenadante se decanté. Este paso se repitio tres
veces consecutivas y el pellet de eritrocitos se resuspendi6
en solucion Alsever. Los experimentos se normalizaron con
respecto a la hemolisis nula (0%) y total (100%), diluyendo
las muestras de eritrocitos en solucién de Alsever y agua
desionizada, respectivamente, y ajustando la A, . a 1 cuando
se produjo la lisis total. Los eritrocitos se incubaron a 37 °C
durante 30 min en la presencia de distintas concentraciones
del extracto crudo (1, 2, 3, 4 y 5 mg mL"). Las muestras se
centrifugaron a 3.000 rpm por 5 min y la concentracién de
hemoglobina liberada se midi6 espectrofotométricamente a
415 nm con un lector de ELISA (Stat Fax® modelo 4200).
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Se calculé el porcentaje de actividad hemolitica (% HA) y la
concentracion efectiva (EC,).

ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS A2

La actividad de fosfolipasas A, se determiné midiendo el
halo de actividad enzimatica del extracto crudo, en medio
de cultivo de agarosa enriquecido con yema de huevo, con
modificaciones al método de Habermann & Hardt (1972) y
Schumacher et al. (1992).

Para la preparacién de los geles, se mezclaron tres
soluciones (SA, SB y SC), con las proporciones siguientes:
0,5 mL de SA (yema de huevo en 0,86% NaCl), 50 mL de
SB (0,3 g agarosa en 50 mL Tris-HCI pH 7,95) y 0,5 mL de
SC (0,147 g CaCl, en 100 mL H,0O). La solucion resultante se
vertio en cajas de Petri. Cuando el gel se solidificé se hicieron
orificios. Las distintas concentraciones del extracto (5, 10,
30, 70, 140 y 300 mg mL) se colocaron en los pozos por
triplicado. Se utilizé agua desionizada como control negativo
y veneno de abeja como control positivo. Los registros de
medicion del diametro del halo se realizaron a las 6, 12, 24
y 48 h. La actividad enzimatica (Pz) se obtuvo al dividir el
didmetro del pozo entre el didmetro del halo de acuerdo con
el método descrito por Price et al. (1982).

CitoroxicipAp. CULTIVO CELULAR

Las células de glioma de rata C6 (ATCC® CCL-107™)
se cultivaron en condiciones estériles en frascos de 75
cm? con medio DMEM (medio Eagle modificado por
Dulbecco) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), penicilina-estreptomicina y anfotericina-B al 1%. Se
mantuvieron a 37 °C, 1 atm de presién y 5% de CO,. Para la
propagacion, las células se separaron y se recolectaron con
una solucién de tripsina al 0,25% cuando alcanzaron una
confluencia del 70-90%.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

La prueba de citotoxicidad se realiz6 en microplacas de 96
pozos (Corning® No. 3696) que contenian aproximadamente
5.000 células por pozo. Las suspensiones celulares se
incubaron durante 24 h en las condiciones mencionadas
anteriormente (confluencia de 80%). Posteriormente, el medio
seretird y se reemplazé con las diferentes concentraciones del
extracto 3, 5, 10 y 20 mg mL . Las microplacas se incubaron
en dos tiempos de exposicion (24 y 48 h). Se utiliz6 medio
DMEM sin extracto como control negativo. Se realizaron
cuatro experimentos independientes para cada concentracion.

VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determin6é mediante dos métodos
de tincion, la tincion con Cristal Violeta (CV) y tincién con
Rojo Neutro (RN). La tincién CV se realiz6 de acuerdo con la
metodologia de Chiba et al. (1998), para lo cual, se afiadieron
50 pL (Sigma CO775) en cada pozo y después de 15 min de
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agitacion, el colorante se extrajo con acido acético al 10% y la
absorbancia se midi6 a 570 nm con un lector de microplacas.
La tincién con RN se realiz6 mediante el protocolo de
Repetto et al. (2008), se agregaron 100 pL de RN-Medio
40 pg mL! (Sigma-Aldrich N4638) a cada pozo y después
de 2 h de incubacion el liquido se desech6 y reemplazé con
una solucién de etanol para extraer el colorante y registrar la
absorbancia a 540 nm.

El porcentaje de viabilidad celular (% VC) y porcentaje
de inhibicién de crecimiento celular (% IC) se calcularon
mediante las siguientes ecuaciones:

Oe

DO 1100
DO,

%IC=100—[28‘?]><100

%VC:(

Doénde:

DOe: Promedio de los pozos tratados con las
concentraciones del extracto

DOc: Promedio de los pozos control

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar
(DE). Los resultados fueron sometidos a un andlisis de
varianza ANDEVA de una via con un nivel de significancia
del 95% (Zar 2010), seguido de la prueba Dunnett para
comparaciones multiples (Atil & Unver 2001). Los analisis se
realizaron con el programa MINITAB® 17 Statistical Software
(Minitab, LLC).

REsuLTADOS

El extracto crudo (EC) de Luidia magnifica tuvo un peso seco
de 1,0142 g y un rendimiento de 2,54%, el cual se calculé
con base al peso himedo (100%) y peso seco del material
biolégico.

ANALISIS DE PROTEINA

La concentracion de proteina obtenida del extracto crudo fue
de 1,077 mg mL". El rendimiento de la proteina fue del 1,28%,
calculado a partir del peso seco (100%) y la cantidad de
proteina del extracto. El andlisis de electroforesis proporciond
una vision preliminar de los componentes proteicos del
extracto. El perfil del EC detect6 un gran niimero de proteinas
y péptidos que variaron de 8-217 kDa, se revelaron cuatro
proteinas principales claramente definidas a 8, 19, 25, 40 y
53 kDa (Fig. 1).

Garcia-Quezada et al.

Figura 1. Analisis electroforético SDS-PAGE. Perfil de proteinas del
extracto crudo de Luidia magnifica. Gel de poliacrilamida al 16%.
PM corresponde a los pesos moleculares del estandar de proteina
Dual-Xtra Standars. Carril 1 Extracto crudo (75 mg mL). Las bandas
de proteinas se visualizaron con una solucién de tincién azul de
Coomassie G-250 / SDS-PAGE electrophoretic analysis. Protein profile
of the crude extract of Luidia magnifica. Polyacrylamide gel at 16%.
PM corresponds to the molecular weights of the Dual-Xtra Standards
protein standard. Lane 1 Crude extract (75 mg mL?). Protein bands were
visualized with Coomassie G-250 blue staining solution

ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA. ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

Los resultados mostraron que el extracto crudo de Luidia
magnifica exhibe actividad antimicrobiana contra la bacteria
Gram-negativa Escherichia coli y el hongo Candida albicans
con una inhibicién tipica de dosis-respuesta (Fig. 2A-B),
reduciendo significativamente los recuentos microbianos
(P < 0,05). La CMI fue de 1,04 mg mL"! y 0,52 mg mL"!
para E. coli y C. albicans, respectivamente. En contraste,
el extracto no fue activo frente a Staphyloccocus aureus, ya
que el crecimiento de UFC no tuvo variaciones significativas
respecto al control (Fig. 2C).
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Figura 2. Actividad antimicrobiana del extracto de Luidia magnifica contra distintas cepas. A) Escherichia coli, B) Candida albicans, C)
Staphylococcus aureus. UFC: Unidades Formadoras de Colonias. Datos expresados como la media * DE, n= 3 (ANDEVA y prueba a posteriori
Dunnett, *P < 0,05) / Antimicrobial activity of Luidia magnifica extract against different strains. A) Escherichia coli, B) Candida albicans, C) Staphylococcus
aureus. UFC: Colony Forming Units. Data expressed as mean = SD, n= 3 (ANOVA and a posteriori Dunnett’s test, *P < 0.05)

ACTIVIDAD HEMOLITICA

El extracto crudo indujo una actividad hemolitica
dependiente de la concentracion (expresada como el
porcentaje de concentraciéon de hemoglobina liberada) en
eritrocitos humanos. El 94,8% de hemolisis se alcanzé a una
concentracién de 5 mg mL". La concentracion efectiva media
(EC,,) calculada fue de 2,929 mg mL" (Fig. 3).

ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS

El extracto crudo present6 una baja actividad enzimética (Pz=
0,72) a una concentraciéon de 300 mg mL, debido a que causé
la formacion de un halo difuso a las 48 h de exposicion. Se
presentd un aumento de turbidez, lo cual indica la presencia
de fosfolipasas de tipo C. Las concentraciones restantes no
indujeron actividad enzimatica, evidenciandose en la ausencia
de formacién del halo, en comparacion con el control positivo
(veneno de abeja).

Garcia-Quezada et al.

90 -
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% Actividad hemolitica

Concentracion (mg mL1)

Figura 3. Actividad hemolitica del extracto crudo de Luidia magnifica
sobre eritrocitos humanos. Esta representada la concentracion
efectiva al 50% (EC,,). Datos expresados como la media * desviacién
estandar, n= 3 / Hemolytic activity of Luidia magnifica crude extract
on human erythrocytes. The 50% effective concentration (EC,) is
represented. Data expressed as mean + standard deviation, n= 3
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CITOTOXICIDAD

El método de tinciéon RN proporcioné una estimacion de la
inhibicién celular bajo los efectos citotéxicos del extracto
de L. magnifica, reflejandose en un aumento gradual en
la inhibicién conforme a las distintas concentraciones del
extracto. A una concentracion de 20 mg mL", el extracto
alcanzo6 un 38% de inhibicién a las 24 h 'y 52% a las 48 h

(Fig. 4).

Los resultados del método de CV mostraron una
disminucién de la viabilidad celular dependiente de la
concentracién, asi como del tiempo de exposiciéon. A
una concentracion de 20 mg mL7, el extracto disminuyd
significativamente la viabilidad de la linea celular C6 a 60% a
las 24 h y 32% a las 48 h (Fig. 5). Se encontraron diferencias

60 1 W 24 horas @48 horas
50 -

40 |

*

% Inhibicion celular

significativas entre los tiempos de exposicién de 24 h (F=
32,75,8.1. =4, P =0,0001)y 48 h (F = 277,91, gl. =4, P =
0,0001) en las diferentes concentraciones.

La exposicion de la linea celular C6 al extracto crudo
ocasiond efectos evidentes en su morfologia y en su
densidad. En la Figura 6 se observa el grupo control (A) con
la morfologia tipica de la linea celular, con forma fusiforme
y prolongaciones citoplasmaticas alargadas y presentan
una densidad homogénea. Al ser expuestas al extracto se
observan cambios en su forma, ahora redondeadas y muestran
una densidad irregular con espacios vacios. Los cambios se
tornan mds evidentes conforme la concentracion del extracto
aumenta (Fig. 6B-D).

*

Control 3

*
* *
10 7 I I
0 . . . .
5 10 20

Concentracion (mg mL1)

Figura 4. Citotoxicidad del extracto crudo de Luidia magnifica sobre la inhibicién celular de C6 durante 24 y 48 h, utilizando el método de tincién
Rojo Neutro. Datos expresados como la media * DE, n= 4. Las diferencias significativas se definieron como *P < 0,05 (ANDEVA y prueba a posteriori
Dunnett), en comparacién con los valores del control no tratado (0%) / Cytotoxicity of Luidia magnifica crude extract on C6 cell inhibition for 24 and 48
h, using the Neutral Red staining method. Data expressed as mean + SD, n= 4. Significant differences were defined as *P < 0.05 (ANOVA and a posteriori

Dunnett’s test), compared to untreated control values (0%)
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Figura 5. Viabilidad celular de C6 bajo el efecto citotoxico del extracto crudo de Luidia magnifica durante 24 y 48 h, utilizando el método de
tincién Cristal Violeta. Datos expresados como la media * DE, n= 4. Las diferencias significativas se definieron como *P < 0,05 (ANDEVA y prueba
a posteriori Dunnett), en comparacién con los valores del control no tratado (100%) / C6 cell viability under the cytotoxic effect of Luidia magnifica
crude extract for 24 and 48 h, using Crystal Violet staining method. Data expressed as mean + SD, n= 4. Significant differences were defined as *P < 0.05
(ANOVA and a posteriori Dunnett’s test), compared to untreated control values (100%)
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Figura 6. Cambios morfolégicos en células de glioma de rata C6 expuestas a diferentes concentraciones del extracto crudo de Luidia magnifica
tefiidas con Cristal Violeta. A) Control, B) 5 mg mL*, C) 10 mg mL?, D) 20 mg mL. Ampliacién: 20x / Morphological changes in C6 rat glioma cells
exposed to different concentrations of Luidia magnifica crude extract stained with Crystal Violet. A) Control, B) 5 mg mL?, C) 10 mg mL?, D) 20 mg mL™.

Magnification: 20x

Discusion

En este estudio se evaluaron por primera vez las propiedades
bioactivas del extracto crudo de la estrella de mar Luidia
magnifica con un enfoque en los constituyentes de naturaleza
proteica del extracto. El andlisis de la electroforesis reveld
que el extracto contiene compuestos proteicos con pesos
moleculares entre 8 kDa y 217 kDa. Con base en los estudios
de otros equinodermos, se conoce que se han aislado péptidos
antimicrobianos (PAM) con pesos moleculares entre 1-20
kDa (Arizza & Schillaci 2016), lisozimas de 15,5 kDa
(Jolles & Jolles 1975), lectinas que corresponden a una masa
molecular entre 105-220 kDa (Kamiya et al. 1992, Moura et
al. 2013), hemolisinas entre 40-80 kDa (Canicatti & Ciulla
1988, Osada et al. 1993) y fosfolipasas A (PLA) que se
presentan como proteinas de bajo peso molecular (12-20 kDa)
(Kishimura 2012). El extracto crudo de L. magnifica reveld
bandas cercanas a dichos pesos moleculares, lo cual pudiese
evidenciar su presencia como componentes proteicos.

La actividad antimicrobiana se ha descrito previamente en
una amplia gama de especies de equinodermos (e.g., Canicatti
& Roch 1989, Stabili et al. 1996, Haug et al. 2002), incluso
se ha demostrado que tienen efectos antibacterianos mas
potentes que los de otros grupos taxondémicos como Porifera,
Mollusca, Bryozoa o Annelida (Rinehart et al. 1981, Ridzwan
et al. 1995).

Garcia-Quezada et al.

En el presente estudio, se report6 la inhibicién de
la bacteria Gram-negativa Escherichia coli y el hongo
Candida albicans a partir del extracto crudo de L. magnifica.
Diversos estudios se han llevado a cabo con otras especies
de equinodermos, que demuestran un repertorio de inhibicion
contra ciertos microorganismos patégenos. Los extractos
acuosos de la estrella de mar Oreaster reticulatus y del erizo
Diadema antillarum presentan actividad contra S. aureus y
Klebsiella pneumoniae (Franco et al. 2015). Mientras que,
el extracto del pepino de mar Isostichopus badionotus es
activo frente a las cepas E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
S. epidermis, S. aureus 'y Vibrio cholerae a una concentracion
de proteina de 1 mg mL?' (Moguel-Salazar et al. 2013).
Un resultado similar se evidencié para el extracto de L.
magnifica, el cual ocasioné inhibicién en el crecimiento de
E. coli a una concentracién de proteina de 1,04 mg mL". Sin
embargo, resultd inactivo contra la bacteria Gram-positiva
S. aureus, contrario a lo reportado para las especies de
equinodermos mencionadas anteriormente. Estudios han
sugerido la posibilidad de que los extractos de equinodermos
presentan selectividad contra cepas especificas en términos
de propiedades antibacterianas, atribuida a distintos factores
como la naturaleza del organismo, la presencia de mas de
un compuesto activo y/o a efectos antagénicos o sinérgicos
(Franco et al. 2015, Andriani et al. 2018).
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Entre las moléculas con actividad antimicrobiana aisladas
de equinodermos se encuentran las saponinas (Shimada
1968), naftoquinonas (Service & Wardlaw 1984), lisozimas
(Canicatti & Roch 1989) y los péptidos antimicrobianos
(PAM) (Li et al. 2010). En este estudio, el método de
extraccién estuvo dirigido hacia los componentes proteicos,
lo que permite descartar la presencia de otros metabolitos
secundarios. Por tanto, es probable que algunas de las
moléculas activas de naturaleza proteica sean responsables
del efecto antimicrobiano. Particularmente, los péptidos
antimicrobianos (PAM) han generado gran atencién debido
a su potente actividad contra bacterias, virus y hongos (Li et
al. 2015). En la estrella de mar Patiria pectinifera se realiz
la purificacién y caracterizacion de un PAM de 4,0278 kDa
con actividad antimicrobiana (Kim et al. 2018). Por lo cual,
es importante continuar con estudios para aislar e identificar
este tipo de moléculas a partir de L. magnifica.

En equinodermos, la actividad hemolitica se atribuye a
varios compuestos, incluyendo las hemolisinas (Canicatti
1989), lectinas (Hatakeyama et al. 1994) y saponinas
(Hashimoto 1979). El extracto crudo de L. magnifica mostrd
una actividad hemolitica en una tipica dosis-respuesta. A
una concentraciéon de 5 mg mL! se produjo el 94,8% de
hemolisis. Datos similares se han reportado en otras especies
de estrellas de mar.

A partir del extracto crudo de la estrella Echinaster
sepositus se detectd una actividad litica del 100 + 0,05%
a una concentracién de proteina 0,2 mg mL™" en glébulos
rojos humanos (Stabili et al. 2018). En general, la actividad
hemolitica es comtn en extractos de equinodermos
que muestran una alta actividad antimicrobiana, como
consecuencia de la formacién de canales transmembranales
que ocasionan la lisis celular (Haug et al. 2002). Desde un
punto de vista farmacéutico, resulta una ventaja cuando los
compuestos bioactivos no tienen efectos citotoxicos, como la
actividad hemolitica, que pudiesen comprometer la integridad
de células normales (Haug et al. 2002). Ademas, es un ensayo
util para demostrar las propiedades liticas de los extractos.
Dicha actividad puede dirigirse contra células malignas de
mamiferos (Li et al. 2010). Con base en estas evidencias,
estudios adicionales son necesarios para determinar el
compuesto responsable del efecto litico del extracto de L.
magnifica.

La actividad enzimatica de fosfolipasas A del extracto
crudo de L. magnifica fue baja. En otros estudios se ha
reportado la presencia de fosfolipasas del tipo A, (PLA,)
en diferentes especies de estrellas de mar en extractos de
organos viscerales (Okabe & Noma 1973, Koyama et al.
2004, Kishimura & Hayashi 2005), lo cual sugiere que la
clase Asteroidea es una fuente notable de fosfolipasas. Estas
son enzimas lipoliticas de bajo peso molecular que tienen un
rol en el proceso digestivo (Dennis 1983), ademds cuentan
con importantes actividades biol6gicas como antivirales
(Wijanarko et al. 2018), antibacterianas (Ibrahim et al. 2013),
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antiinflamatorias (Folmer et al. 2010) y hemoliticas (Shiomi
et al. 1998). La escasa actividad enzimatica del extracto
de L. magnifica puede ser explicada por diferencias en la
composicion del extracto y en el método cualitativo empleado,
en el cual no se especificaron condiciones particulares para
maximizar la actividad enzimatica.

Se han dirigido esfuerzos significativos hacia el estudio
de organismos marinos para aislar compuestos potenciales
para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos,
con la finalidad de combatir la resistencia de los farmacos
quimioterapéuticos convencionales, los efectos secundarios
adversos y la falta de efectividad de las terapias (von
Schwarzenberg & Vollmar 2013). En el presente trabajo
se reporta por primera vez la citotoxicidad del extracto
crudo de L. magnifica sobre una linea celular tumoral. La
disminucién de la viabilidad de las células de glioma de
rata C6 fue dependiente de la concentracién y del tiempo de
exposicion con una concentracion inhibitoria (IC_ ) de 20 mg
mL. Estudios previos con equinodermos han establecido la
toxicidad de extractos crudos en diferentes lineas celulares
tumorales. El extracto de la estrella Acanthaster planci
inhibe el crecimiento de células de cancer de mama MCF-7
en una tipica dosis respuesta (IC, = 15,6 uyg mL™") e induce la
apoptosis (Mutee et al. 2012). El extracto proteico del pepino
de mar Holothuria leucospilota result6 efectivo contra las
lineas tumorales HepG2, A549 y Panc02 a una IC, de 17,175
pg mL?, 10,658 pg mL'y 17,481 pg mL-, respectivamente
(Ruetal. 2022). Estos resultados indicarian que para alcanzar
la IC_ de L. magnifica se requiere una concentracion mds
elevada; esto porque se necesitaron dosis mayores del extracto
para provocar efectos similares.

En conclusion, el extracto crudo de naturaleza proteica
de la estrella de mar Luidia magnifica exhibe propiedades
citoliticas y citotoxicas. Presenta actividad antimicrobiana
contra Escherichia coli y Candida albicans, induce un efecto
hemolitico significativo contra eritrocitos humanos y una
actividad antitumoral contra la linea celular glioma de rata
C6. Los resultados respaldan que L. magnifica representa
una fuente potencial para el reconocimiento de sustancias
biolégicamente activas. La purificacién subsecuente y la
evaluacion adicional de los compuestos activos son necesarias
para determinar su aplicabilidad como agentes terapéuticos.
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