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RESUMEN 

 

El presente estudio se enfocó en la evaluación de fracciones obtenidas de la 

especie de pepino de mar Isostichopus fuscus, una especie distribuida a lo largo 

del Océano Pacífico, incluyendo las costas ecuatorianas y Galápagos. El objetivo 

principal fue determinar el potencial modulador de la angiogénesis como una 

posible alternativa terapéutica a futuro para enfermedades crónicas tales como el 

cáncer y diabetes. Para este proyecto, se desarrollaron tres diseños experimentales 

que abarcaron: tipo de biomasa (húmeda o seca), tratamiento de extracción 

(maceración y/o ultrasonido) y fraccionamiento en base a polaridad decreciente 

(empleando proporciones metanol:cloroformo). Se aplicó una caracterización 

fitoquímica cualitativa que mostró la presencia predominante de compuestos 

fenólicos y terpenoides en todas las fracciones. La bioactividad fue evaluada 

mediante ensayos antioxidantes (DPPH), modelo vegetal Allium cepa, modelo in 

vitro de cuatro líneas celulares cancerígenas (HeLa, PC-3, RKO y T47-D) y el 

modelo in ovo de membrana corioalantoidea de embriones de pollo (CAM assay). 

Adicionalmente, se realizó la identificación de compuestos fenólicos en las 

fracciones más bioactivas, correspondientes a la polaridad intermedia, mediante 

análisis UHPLC. Los hallazgos evidenciaron la presencia de compuestos con 

actividad antioxidante, efectos estimulantes en el crecimiento celular (modelo 

Allium cepa y líneas cancerígenas) y pro-angiogénicos (modelo in ovo CAM. Los 

resultados de este estudio sugieren que las fracciones de I. fuscus poseen potencial 

bioactivo de interés y se consolidan como base para futuras investigaciones. 

 

Bioactividad, pepinos de mar, angiogénesis, fracciones.  
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ABSTRACT 

 

The present study focused on the evaluation of fractions obtained from species of 

sea cucumber Isostichopus fuscus, a species distributed throughout the Pacific 

Ocean, including the Ecuadorian coast and the Galápagos Islands. The main 

objective was the determination of its angiogenesis-modulating potential as a 

possible future therapeutic alternative, oriented toward chronic diseases such as 

cancer and diabetes. For the development of this project, three experimental 

designs were applied, encompassing: type of biomass (wet or dry), extraction 

treatment (maceration and/or ultrasound), and fractionation based on decreasing 

polarity (using methanol:chloroform proportions). A qualitative phytochemical 

characterization was performed, which showed the predominant presence of 

phenolic compounds and terpenoids in all fractions. Bioactivity was evaluated 

through antioxidant assays (DPPH), the plant model Allium cepa, an in vitro model 

using four cancer cell lines (HeLa, PC-3, RKO, and T47-D), and the in ovo 

chorioallantoic membrane model of chicken embryos (CAM assay). Additionally, the 

identification of phenolic compounds in the most bioactive fractions, corresponding 

to intermediate polarity, was carried out by UHPLC analysis. The findings evidenced 

the presence of compounds with antioxidant activity, stimulatory effects on cell 

growth (Allium cepa model and cancer cell lines), and pro-angiogenic effects (in ovo 

CAM model). The results of this study suggest that I. fuscus fractions possess 

bioactive potential of interest and are consolidated as a basis for future research. 

 

Bioactivity, sea cucumbers, angiogenesis, fractions. 
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CAPÍTULO 1 

 

1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades crónicas representan uno de los principales retos para el 

área de salud, debido a su alto costo e impacto tanto en el ámbito económico 

como en el social. Estas patologías se caracterizan por mecanismos 

complejos que abarcan alteraciones metabólicas, inflamatorias y celulares 

que repercuten en la homeostasis natural del cuerpo humano. A pesar de los 

avances en la medicina hasta la presente fecha, muchas de estas 

enfermedades se continúan asociando a altas tasas de mortalidad, 

complicaciones y limitaciones en la eficacia de los tratamientos (Hunter & 

Reddy, 2013). 

 

En base a esto, la investigación biomédica ha puesto énfasis en la 

identificación de nuevos compuestos que permitan actuar sobre los 

mecanismos biológicos claves involucrados en el desarrollo de las 

enfermedades crónicas, como la angiogénesis alterada, estrés oxidativo e 

inflamación crónica (Atanasov et al., 2015). El interés por los productos 

naturales como fuente de compuestos bioactivos ha aumentado con la 

finalidad de descubrir alternativas terapéuticas más eficaces, biocompatibles 

y con efectos adversos menores. De forma más específica, los organismos 

marinos han despertado un marcado interés científico tanto por la diversidad 

química como la capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos 

(Haque et al., 2022). 

 

Dentro del ecosistema marino, los equinodermos, específicamente los 

pepinos de mar han sido reconocidos como organismos de alto valor por sus 

propiedades bioactivas en las cuales destacan las antiinflamatorias, 

antitumorales, antioxidantes y moduladoras de la angiogénesis. La 

investigación profunda ha logrado aislar los metabolitos secundarios 

responsables de dichas bioactividades para un potencial uso en el campo 

farmacológico. Sin embargo, a pesar del avance en el estudio de especies 
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provenientes del continente asiático, existe un vacío de información respecto 

a especies del continente americano, continente que no consume de forma 

tradicional estos organismos, pero los exportan al continente asiático. 

Isostichopus fuscus es una especie representativa del América y nativa de la 

costa ecuatoriana, cuyas propiedades no se han investigado en profundidad. 

  

El presente estudio tuvo como propósito evaluar y caracterizar fracciones 

bioactivas obtenidas de I. fuscus en un periodo de 8 meses, con la finalidad 

de determinar su potencial modulador de angiogénesis y una posible 

aplicación a futuro como una alternativa terapéutica complementaria en 

enfermedades catastróficas. Para el desarrollo de este estudio, se empleó una 

metodología experimental que abarca procesos de extracción y 

fraccionamiento químico, así como la evaluación biológica in vitro en líneas 

cancerígenas, e in vivo en Allium cepa y membrana corioalantoidea, sumado 

al análisis estadístico para la significancia del efecto angiogénico en los 

modelos.   

 

1.1. Antecedentes 

Las enfermedades catastróficas y metabolómicas crónicas están en 

aumento según lo indican las estadísticas mundiales. Entre ellas, el cáncer 

es una de las principales causas de muerte, se estima que para el 2040 se 

llegará a tener hasta 29.9 millones de casos nuevos, así mismo las muertes 

que se relacionan a esta enfermedad aumentarán a 15.3 millones (Castillo 

et al., 2022). Desde principios de los años noventa se ha evidenciado la 

disminución en la tasa de mortalidad, pero a pesar de que estas tendencias 

indican que hay avances contra esta enfermedad, también aparecen los 

cánceres altamente agresivos. Estos tumores se caracterizan por un 

crecimiento rápido, metástasis acelerada y resistencia alta a los tratamientos 

convencionales. A nivel molecular, se evidencia la sobreexpressión de 

proteinas oncogénicasy mutaciones que activan vías de proliferación, 

generando una señalización celular descontrolada que requieren 

combinaciones terapeuticas complejas con resultados limitados debido al 

rápido desarrollo de resistencia farmacológica (Espinosa-Yépez, 2025).  
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En Ecuador, entre el 2014 y 2022 se registraron 101.637 muertes por cáncer. 

Los tipos de cancer con mayor impacto son el cáncer gástrico que está 

asociado a un diagnostico tardío; los cánceres de cuello uterino, útero y 

mama, que presentan alta prevalencia y carga significativa de mortalidad 

potencialmente evitable dependiendo de la etapa de detección; cáncer de 

próstata, frecuente en hombres de edad avanzada; las leucemias con alta 

incidencia en población joven y cáncer de tiroides cuyo impacto en 

mortalidad se ha relacionado con los sobretratamientos y complicaciones 

(Espinosa-Yépez, 2025). Los estudios señalan que la categorización de 

cáncer altamente agresivo sumado al diagnóstico tardío, complicaciones 

quirúrgicas, variabilidad de calidad de tratamientos y la dificultad de 

implementación de terapias modernas o complementarias contribuye a que 

cánceres potencialmente tratables evolucionen hacia formas más agresivas 

(Solis-Pazmino et al., 2021).  

Desde el punto de vista económico, el tratamiento oncológico en Ecuador 

representa una carga financiera importante. En el sector privado, un paquete 

completo de quimioterapias, que depende del tipo de cáncer, estadio y 

combinación farmacológica, puede oscilar entre $4000 y $40000 (Nussinov 

et al., 2025). A pesar de que el sector público abarca una gran parte de los 

gastos en estos tratamientos, aun persisten los gastos indirectos 

significativos como medicamentos complementarios, alimentación 

especializada, transporte y alojamiento (Mino et al., 2024). El impacto del 

cáncer también repercute en el círculo familiar debido a la pérdida de 

ingresos por incapacidad laboral del paciente o el fuerte peso económico 

sobre los cuidadores que pueden incurrir en endeudamientos, venta de 

bienes y hasta el deterioro de la estabilidad económica en el hogar. 

Adicionalmente, también se generan consecuencias a nivel emocional y 

social, caracterizadas por el estrés, ansiedad, depresión tanto en el paciente 

como en quienes forman su entorno (Santucci et al., 2020). Estas 

consecuencias enfatizan la necesidad de continuar con investigaciones y 

mejoras terapéuticas y farmacológicas. 
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En cuestiones de tratamientos contra el cáncer, tanto la quimioterapia y 

radioterapia producen una serie de efectos secundarios adversos que 

repercuten significativamente en la calidad de vida, los cuales incluyen: 

anemia, caída del cabello, cambios en piel, uñas, peso, inflamación de 

órganos, deterioro del sistema inmunológico, lesiones a la piel, entre otros 

(Majeed & Gupta, 2025). Estas complicaciones surgen debido al daño 

colateral que estas terapias causan en tejidos sanos, puesto que las células 

sanas cercanas a las células cancerosas también se ven afectadas. Además, 

la toxicidad acumulada por estas terapias también puede abarcar 

complicaciones a largo plazo como fibrosis pulmonar, cardiotoxicidad y 

mayor susceptibilidad a infecciones. Por lo que, es necesario buscar 

estrategias que permitan contrarrestar los efectos secundarios y mejorar la 

tolerancia a los tratamientos convencionales (Castillo Marina, 2015; 

Zugazagoitia et al., 2016). 

 

La búsqueda de alternativas de origen natural ha cobrado relevancia por el 

interés en compuestos que puedan ser capaces de modular los mecanismos 

asociados al cáncer, como la proliferación, apoptosis, angiogénesis, con la 

finalidad de su implementación en el campo biomédico con una mejor 

tolerancia y complementar tratamientos convencionales. En base a lo 

anterior, el ecosistema marino se ha consolidado como una fuente en 

crecimiento de investigación (especialmente en equinodermos) por la 

diversidad sus metabolitos bioactivos, que resulta ser mayor que la reportada 

en especies terrestres, lo que refuerza su valor en el desarrollo de nuevos 

fármacos (M. Ahmad et al., 2025).  

 

En la actualidad, una fracción importante de los fármacos de origen marino 

están orientados en oncología. Se reporta que el 71% de los medicamentos 

de origen marino aprobados se emplean contra el cáncer y que un 85% de 

los medicamentos en desarrollo, a partir de fuentes marinas, están 

orientados al tratamiento del cáncer, evidenciando la prioridad de 

investigación en esta área (Alves & Diederich, 2023). 
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Entre los compuestos anticancerígenos de origen marino, se encuentran: 

trabectedina, derivada de un tunicado y empleada para el tratamiento del 

sarcoma de tejidos blandos en estadío avanzado (Pereira et al., 2019); 

eribulina, sintetizada a partir de esponjas marinas y usada en el tratamiento 

del cáncer de seno metastásico (Swami et al., 2015); también conjugados 

anticuerpo-fármaco, cuya finalidad es administrar un fármaco 

extremadamente tóxico con un daño adverso mínimo, como brentuximab 

vedotina sintetizado de la dolastatina 10 proveniente de un molusco marino 

que se aplica a pacientes adultos con linfoma de Hodgkin clásico (Haque et 

al., 2022; Jimenez et al., 2023). 

Por otro lado, la diabetes es una enfermedad crónica caracterizada por 

presentar niveles altos de glucosa en la sangre, producto de alteraciones en 

la insulina (Banday et al., 2020). Uno de sus principales efectos secundarios 

es el desarrollo de úlceras diabéticas, las cuales se originan a partir de la 

interacción entre factores metabólicos, inflamatorios y vasculares. Estas 

lesiones de tejidos se asocian a procesos de inflamación crónica de bajo 

grado, estrés oxidativo e isquemia, lo que limita la adecuada cicatrización y 

favorece la destrucción progresiva de los tejidos afectados (Markakis et al., 

2016).  

 

El desequilibrio de los mecanismos antioxidantes en pacientes diabéticos 

promueve el aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno, lo 

que contribuye a la resistencia a la insulina y complicando los cuadros 

clínicos como el pie y la retinopatía diabética. Como consecuencia, la 

angiogénesis requerida para la reparación tisular resulta alterada, lo que 

genera vasos inmaduros, disfuncionales o insuficientes. (Schwartz Adriana 

et al., 2019). 

 

Actualmente, se conoce que el método más viable para el control y manejo 

de las úlceras diabéticas se basa en estrategias para mejorar la circulación, 

con el objetivo de restaurar el flujo sanguíneo necesario para la cicatrización. 

(Tabuenca Nuria, 2024). Cabe recalcar que el aspecto inflamatorio que se 

encuentra inmerso en la diabetes también repercute en la circulación 
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sanguínea de modo que, al reducir la inflamación, se promueve la 

revascularización. En este contexto, medicamentos como los inhibidores del 

cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2) han demostrado beneficios al 

controlar la glucosa y reducir el riesgo cardiovascular; sin embargo, su uso 

puede ocasionar efectos secundarios leves a graves como: dolor muscular, 

acidez, taquicardia, e hipoglucemia, lo que limita su tolerancia en pacientes 

(Navarro et al., 2022). 

 

La angiogénesis, definida como la formación de nuevos capilares y vasos 

sanguíneos a partir de la proliferación de células endoteliales preexistentes, 

es un proceso esencial para la cicatrización de heridas; no obstante, si dicha 

angiogénesis se altera, contibuye tanto a la progresión tumoral como al 

desarrollo de complicaciones microvasculares de la diabetes. Este equilibrio 

angiogénico está estrechamente influenciado por el estrés oxidativo, 

liberación de citocinas proinflamatorias y la disfunción endotelial 

característica de la diabetes (Martínez José & Herrera, 2006). 

 

Ante estas limitaciones terapéuticas, el desarrollo de terapias 

complementarias que sean capaces de modular la angiogénesis y estimular 

la regeneración celular podría aportar beneficios significativos tanto en el 

tratamiento del cáncer, por la inhibición del crecimiento tumoral y 

estimulación de la recuperación de células sanas afectadas por las terapias, 

como en el manejo de la diabetes  debido a la inhibición de la angiogénesis 

dañina que causa afecciones microvasculares y regulación de la 

angiogénesis focalizada para cicatrización de heridas, para mejorar la 

calidad de vida de los pacientes y optimizar la efectividad de los tratamientos, 

además de reducir complicaciones a largo plazo. En este contexto, los 

animales marinos han emergido como una fuente prometedora de 

compuestos bioactivos. Especialmente, los polisacáridos de origen marino, 

como los fucoidanos derivados de algas pardas y los condroitín sulfatos 

fucosilados aislados de pepinos de mar, han demostrado efectos 

antidiabéticos, antioxidantes y anti-inflamatorios, además de la regulación de 

la angiogénesis asociada con la cicatrización de heridas en modelos 
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preclínicos (Akl et al., 2025; Gong et al., 2021; Gunathilaka et al., 2020; Zhu 

et al., 2020). 

 

De igual manera, se han identificado péptidos bioactivos de origen marino 

con capacidad para inhibir enzimas digestivas esenciales para el 

mejoramiento de la captación de la glucosa, mecanismo base para el 

tratamiento de la diabetes, pero con menor toxicidad en comparación a los 

fármacos antidiabéticos convencionales (Lu et al., 2022). 

 

A partir de esto, el estudio de bioactividad proveniente de Isostichopus 

fuscus, especie representativa de Ecuador y la cual no ha sido investigada a 

profundidad, adquiere especial importancia. Se sugiere que sus compuestos 

podrían regular mecanismos claves en la angiogénesis, tal como se ha 

evidenciado en otras especies de pepino de mar, cuyos metabolitos 

secundarios como saponinas triterpénicas, polisacáridos sulfatados y 

péptidos bioactivos, han demostrado efectos moduladores de la 

angiogénesis, promoviendo la cicatrización de heridas y protección 

endotelial en modelos experimentales (Kumar et al., 2023; Olivera-Castillo et 

al., 2025; Zhao et al., 2018). El presente trabajo aborda esta problemática 

mediante la evaluación y caracterización de fracciones bioactivas, con la 

finalidad de establecer su potencial bioactivo y aportar evidencia científica 

que sustente investigaciones futuras. 

 

1.2. Descripción del problema 

En la actualidad se buscan alternativas naturales para el tratamiento de 

enfermedades que permitan mitigar los efectos secundarios de la medicina 

convencional. Diversas especies terrestres han sido investigadas para 

identificar compuestos con bioactividad anticancerígena, antinflamatoria, 

hipoglucemiante, antibacteriana y antifúngica, con potencial para emplearse 

como tratamientos o terapias complementarias. Por ejemplo, los alcaloides 

aislados de Catharanthus roseus y los dipertenos de Taxus spp., son 

compuestos anticancerígenos de origen vegetal que han sido estudiados 

profundamente y de los cuales se han formulado medicamentos como 
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Vincristina y Placlitaxel, respectivamente (Alqahtani F. et al., 2019; Quijano-

Hernández Israel et al., 2015). Por otro lado, extractos de plantas 

medicinales y metabolitos aislados, alcaloides como la berberina aislada 

principalmente de Berberis vulgaris, han sido evaluados en el control 

glucémico en modelos inducidos a diabetes (Och et al., 2020; Salleh et al., 

2021). Adicionalmente, las actividades antibacterianas y antifúngicas de 

metabolitos secundarios aislados de plantas como Azadirachta indica y 

Allium sativum han sido reportado y se emplean como agentes anti-

infecciosos (Islas et al., 2020; Madrigal Redondo et al., 2021).  

 

A pesar de que la investigación en especies terrestres es extensa y que el 

número de especies registradas en ecosistemas terrestres supera al de las 

marinas, el ambiente marino representa una oportunidad relevante debido a 

que constituye el ecosistema menos explorado del planeta. Hasta el año 

2023, se han descrito más de 242,000 especies válidas, y se siguen 

descubriendo un promedio de 2,332 especies por año, lo que sugiere que 

una proporción significativa de la biodiversidad oceánica permanece aún sin 

documentar (Bouchet et al., 2023).  

 

Este limitado conocimiento taxonómico del ecosistema marino se refleja en 

su diversidad química, puesto que desde hace un poco más de 50 años se 

iniciaron los estudios en productos naturales de origen marino, lo cual ha 

permitido el aislamiento de más de 14,000 metabolitos provenientes de 

macro- y microorganismos marinos. Este avance evidencia la amplia 

diversidad química y sugiere la existencia de numerosos compuestos con 

potencial aplicación en el ámbito médico y biotecnológico (Pérez Aida, 2014). 

 

El Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos reportó que el 4% de 

las especies marinas examinadas contenían componentes con actividad 

antitumoral (Mendoza José, 2016). En este contexto, diversos invertebrados 

marinos han aportado compuestos de relevancia en el campo biomédico, 

como es el caso de la citarabina, aislada de la esponja Cryptotheca crypta 

(filo Porifera) con actividad antitumoral, y sirvió de base para el desarrollo de 
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agentes terapéuticos en oncología (D. J. H. Lee et al., 2025; Suryaprabha et 

al., 2021).  

 

Por otro lado, el filo Equinodermata, constituido por aproximadamente 7,000 

especies (Arnone et al., 2015; Pawson David L., 2007), ha sido reconocido 

como una fuente relevante de metabolitos secundarios con potencial 

biomédico. Entre los metabolitos secundarios más ampliamente reportados 

en el filo Equinodermata se encuentran las saponinas triterpénicas, 

principalmente abundantes en Pepinos de mar, así como ceramidas 

glicosiladas y otros glicolípidos, descritos más a menudo en estrellas de mar 

y otros equinodermos (Bordbar et al., 2011; Kalinin, 2021).  No obstante, la 

estructura de estos metabolitos y su actividad biológica varían según la clase 

taxonómica (Gómez-Archila et al., 2014). 

 

Dentro de los equinodermos, los pepinos de mar han adquirido un gran 

interés comercial y son populares en Asia y el Medio Oriente por los 

nutrientes y propiedades curativas que se le atribuyen como antioxidantes, 

regenerativas, antiinflamatorias, antimicrobianas y antitumorales, además de 

su potencial en el tratamiento de enfermedades como la diabetes y 

osteoporosis.  La actividad antioxidante se ha relacionado con efectos 

antiangiogénicos y antiproliferativos, y a su vez por mejorar la regulación de 

la insulina, debido a que estos compuestos reducen el estrés oxidativo 

causado por los radicales libres (Misgiati et al., 2024). 

 

A pesar del crecimiento de los hallazgos de compuestos bioactivos del 

ecosistema marino, la mayoría de las investigaciones abarcan a especies 

pertenecientes al continente asiático, lo que ha permitido un avance 

significativo en el conocimiento químico y potencial bioactivo de dichos 

organismos. Sin embargo, esto a su vez ha dejado un vacío importante en el 

estudio y caracterización de especies representativas del continente 

americano, como las que pertenecen al género Isostichopus, las cuales 

tienen una gran relevancia ecológica, comercial y económica (Gianasi et al., 

2021). 
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Una de las especies más comercializadas es Isostichopus fuscus la cual está 

regulada en el Ecuador (Resolución 203, Ministerio de Ambiente de 

Ecuador), y es apreciada por su alto valor gastronómico, medicinal y 

nutricional. Su capacidad regenerativa la convierte en una fuente 

prometedora de compuestos bioactivos para el desarrollo de medicamentos 

cicatrizantes y regenerativos  (Bordbar et al., 2011). Aunque existen 

investigaciones sobre distintas especies de pepino de mar pertenecientes a 

la clase Holothuroidea , en las que se han evaluado metabolitos secundarios 

con potencial bioactivo, la información específica sobre la bioactividad de los 

metabolitos provenientes de Isostichopus fuscus continúa siendo escasa, lo 

que evidencia la necesidad de profundizar su estudio.   

 

En este contexto, investigaciones realizadas en especies relacionadas han 

demostrado la presencia de metabolitos con actividades biológicas 

relevantes. Estudios en Isostichopus badionotus, han identificado 

compuestos con bioactividades antiangiogénicas (Pérez-Vega et al., 2013), 

anti-inflamatorias (Olivera-Castillo et al., 2020), (Olivera-Castillo et al., 2014), 

antivirales (Marques et al., 2016), antioxidantes (Pastrana et al., 2016), 

antitrombóticas (S. Chen et al., 2012) y antibacteriales (N.S Mariana et al., 

2009). De manera similar, en otras especies de pepinos de mar se ha 

reportado que metabolitos como saponinas triterpénicas y polisacáridos 

sulfatados pueden modular procesos angiogénicos.Compuestos como 

frondoside A, aislado de Cucumaria frondosa (Adrian & Collin, 2018), 

holothurin A, B y B3 provenientes de Holothuria scabra (Wargasetia et al., 

2020), así como extractos y fracciones ricas en saponinas de Apostichopus 

japonicus (Dai et al., 2020), han demostrado efectos antiangiogénicos y 

reguladores de la angiogénesis en modelos experimentales, lo que resalta el 

potencial terapeutico de este grupo de equinodermos. 

 

A pesar de estos antecedentes, no se ha reportado estudios orientados a 

evaluar la actividad moduladora de la angiogénesis en fracciones obtenidas 

de Isostichopus fuscus, especificamente en especímenes provenientes de la 
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costa ecuatoriana. Este vacío de conocimiento justifica la realización del 

presente estudio, con la finalidad de caracterizar sus compuestos bioactivos 

y evaluar su potencial biológico. Este enfoque permitirá ampliar el 

conocimiento desde un punto de vista químico y se contribuirá al desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas menos agresivas para el tratamiento de 

enfermedades crónicas, con un impacto positivo en la calidad de vida de los 

pacientes. 

 

¿Presentan las fracciones de Isostichopus fuscus actividad moduladora de 

la angiogénesis asociada a su composición química, con potenciales 

aplicaciones terapéuticas? 

 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General 

Evaluar fracciones de Isostichopus fuscus obtenidas mediante técnicas de 

extracción, como maceración y ultrasonido, para la determinación de su 

actividad moduladora de la angiogénesis con potencial aplicación 

terapéutica. 

 

1.3.2. Objetivos Específicos 

• Obtener fracciones de las muestras de Isostichopus fuscus mediante 

técnicas de extracción y fraccionamiento basado en polaridad. 

 

• Caracterizar las fracciones obtenidas mediante pruebas fitoquímicas. 

 

• Determinar la bioactividad de las fracciones caracterizadas mediante 

ensayos en líneas celulares cancerígenas (HeLa, PC-3, RKO y T47-D), 

modelos de angiogénesis. 

1.4. Hipótesis 

La caracterización y evaluación biológica de fracciones de Isostichopus 

fuscus permite la identificación de su potencial modulador de la 

angiogénesis, como posibles candidatos en el desarrollo de estrategias 

clínicas para enfermedades de alto impacto social. 
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1.5. Alcance 

• El proyecto se llevó a cabo en los laboratorios de la Escuela Superior 

Politécnica del Litoral (ESPOL) y en las instalaciones del Centro Nacional de 

Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM), espacios que cuentan con 

las condiciones necesarias para el procesamiento de organismos marinos 

durante un periodo de 8 meses. Para la obtención de las muestras se trabajó 

con tres diseños experimentales que incluían como variables el tipo de 

muestra (base húmeda o liofilizada), tratamiento de extracción (maceración 

y ultrasonido) y tipo de fraccionamiento en proporciones de disolvente de 

polaridad decreciente que corresponden a: Metanol, Metanol:Cloroformo 

7:3, Metanol:Cloroformo 5:5 y Metanol:Cloroformo 7:3. La bioactividad de las 

fracciones se evaluó mediante ensayos biológicos in vitro en líneas celulares 

cancerígenas: cérvico uterino (HeLa), próstata (PC-3), colon (RKO) y mama 

(T47-D) con la finalidad de evaluar el porcentaje de viabilidad celular.  

Además, se realizó la evaluación de la angiogénesis in vivo empleando el 

modelo de membrana corioalantoidea (CAM) de embriones de ave y se 

aplicó el modelo vegetal Allium cepa, donde se evaluó longitud de las raicillas 

y la mitosis. Se establecieron los criterios de interpretación para cada una de 

las pruebas analíticas y biológicas realizadas y se realizó el análisis 

estadístico de los datos obtenidos (ANOVA) y post hoc Tukey con el objetivo 

de determinar actividad biológica significativa Posteriormente se realizó la 

identificación de compuestos presentes mediante UHPLC. 
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CAPÍTULO 2 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1. La angiogénesis: bases biológicas y relevancia clínica 

2.1.1. Concepto y etapas de la angiogénesis 

El sistema vascular es una red multifunción que se encarga de la irrigación 

de los órganos del cuerpo con los objetivos de oxigenación tisular, suministro 

de nutrientes y eliminación de desechos metabólicos (Kupinski, 2022). La 

vasculatura se genera tanto por la vasculogénesis como la angiogénesis. La 

vasculogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de 

células precursoras o endoteliales (Payne et al., 2024), mientras que la 

angiogénesis genera nuevos vasos sanguíneos desde vasos sanguíneos 

preexistentes (Koning et al., 2022). Un proceso angiogénico alterado puede 

afectar en la cicatrización de heridas y contribuir al desarrollo, progresión y 

complicación de diversas patologías, como las enfermedades 

cardiovasculares, retinopatía diabética y el cáncer. En el contexto tumoral, la 

angiogénesis desempeña un papel central en el crecimiento, invasión y 

proliferación metastásica (Zarychta & Ruszkowska-Ciastek, 2022).  

 

La brotación angiogénica es un proceso muy importante tanto para el 

desarrollo de órganos y tejidos como de procesos fisiopatológicos como la 

reparación tisular, regeneración, fibrosis y cáncer (Potente et al., 2011). El 

primer paso de la brotación es la degradación de la membrana basal vascular 

que envuelve a las células endoteliales, lo cual genera una desestabilización 

del revestimiento endotelial. Durante el desarrollo de esta etapa inicial, 

diversos factores proangiogénicos inician su participación, principalmente el 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual es uno de los 

inductores más importantes de la activación endotelial. En condiciones 

patológicas, especiales en condiciones de hipoxia, el aumento de VEGF 

contribuye a la generación de vasculatura anómala, lo cual ocasiona daño 

vascular. El desarrollo de enfermedades catastróficas como el cáncer y 
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diabetes tienen como eje principal el daño vascular (A. Ahmad & Nawaz, 

2022).  

 

Tras este proceso de desestabilización y la activación de las células 

endoteliales, el brote inicia a través de la invasión de la matriz extracelular 

por “tip cells”. Este tipo de células poseen bajas tasas de proliferación y un 

alto porcentaje de migración, estas características permiten la inhibición del 

fenotipo “tip cell” en células adyacentes, de modo que se pueda controlar la 

topología de la red (Blanco & Gerhardt, 2013; Gerhardt H, 2003; Mack & 

Iruela-Arispe, 2018; Yetkin-Arik et al., 2019). 

 

Durante esta fase, la migración de las “tip cells”, además de depender de las 

señales químicas, también depende de los mecanismos mecánicos, en los 

cuales la reorganización del citoesqueleto de actina, la contractilidad que 

depende de la miosina II y la formación de protrusiones de membrana 

desempeñan un rol fundamental (Huveneers & Phng, 2024). 

 

El VEGF, además de promover la activación de las células endoteliales, 

también establece gradientes espaciales que permiten la migración de las 

“tip cells” y a su vez, regulan el comportamiento de las células circundantes 

mediante la vía de señalización Notch/Ligando Delta tipo 4 (Notch/DII4) lo 

que contribuye a la ramificación (Karamysheva, 2008). Los gradientes de 

VEGF actúan acorde a las señales mecánicas del entorno, como la rigidez y 

plasticidad de la matriz extracelular. Dichos gradientes se encargan de 

modular la adhesión célula-matriz, así como la migración de las células 

endoteliales durante la angiogénesis (Zakirov et al., 2021). 

 

Las “tip cells” que están inmersas en la matriz extracelular, pueden entrar en 

contacto físico con células parenquimatosas. La penetración del parénquima 

genera una estructura similar a un cordón que se desarrolla hasta convertirse 

en un tubo cerrado en su extremo (Iyer et al., 2012). Durante la invasión, la 

formación de filopodios y lamelipodios altamente dinámicos permite que las 

“tip cells” exploren el entorno, proceso que se genera tanto por la 
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polimerización de actina como por el aumento de la presión hidrostática 

intracelular (Kondrychyn et al., 2025). 

 

 Las “tip cells” inducen un fenotipo de “stalk cell” en las células endoteliales 

adyacentes para seguir desarrollando el brote (Gerhardt et al., 2003). Ambos 

tipos de células exhiben fenotipos del tipo migratorio y proliferativo, 

respectivamente, lo cual es requerido para el desarrollo normal del brote 

hasta su formación. Las “stalk cells” responden a las señales de VEGF y a 

las fuerzas mecánicas transmitidas por las uniones celulares, lo cual es 

esencial para la elongación del brote y la reorganización coordinada del 

endotelio (Ghaffari et al., 2015) . 

 

La maduración endotelial ocurre cuando los nuevos vasos formados 

comienzan a estabilizarse. La estabilización depende del depósito de una 

nueva membrana basal y del reclutamiento de células murales que se 

adhieren al brote en formación y aportan soporte mecánico (Barriga & Mayor, 

2019) (Dudley & Griffioen, 2023). Finalmente, la presión luminal y el flujo 

sanguíneo inducen fuerzas mecánicas sobre las uniones endoteliales, lo que 

refuerza la barrera vascular y contribuyen tanto a la estabilidad estructural 

como a la funcionalidad del vaso recién formado (Gebala et al., 2016; Kotini 

et al., 2022).  

 

2.1.2. Regulación molecular de la angiogénesis 

 

Las células endoteliales pueden activar la angiogénesis debido a su 

capacidad innata de poder dividirse rápidamente ante estímulos fisiológicos. 

Se conoce que las moléculas que interfieren como reguladores 

proangiogénicos corresponden a: los factores de crecimiento de fibroblastos 

1 y 2 (FGF-1 y FGF-2), factores de crecimiento transformante alfa y beta 

(TGF-α y TGF-β), factor de crecimiento de hepatocitos HGF-β, factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), la angiogenina, interleucina-8 (IL-8) y las 

angiopoyetinas. En contraste, los principales inhibidores de la angiogénesis 
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son la angioastatina, la endostatina y la trombospodina (Z.-L. Liu et al., 2023; 

Vimalraj, 2022; Y.-R. Yun et al., 2010).  

Sin embargo, solo algunos de estos factores influyen directamente en células 

endoteliales en cultivo. Actualmente, se ha llegado a la conclusión que la 

regulación central angiogénica depende principalmente de la cascada de 

señalización mediada por el factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF). Esta premisa se basa en las propiedades biológicas de este factor 

de crecimiento (A. Ahmad & Nawaz, 2022). 

 

El VEGF promueve la degradación de la matriz extracelular (activación), 

proliferación, migración y formación tubular en las células endoteliales. Esta 

molécula es un potencial precursor de la angiogénesis en modelos 

experimentales in vivo (J. S. Lee et al., 2006), (Z. Chen & Tzima, 2009) y 

previene la apoptosis en células endoteliales (Hanahan & Folkman, 1996). 

VEGF actúa principalmente mediante VEGFR-1 y VEGFR-2, que regulan la 

permeabilidad vascular y participan en procesos de cicatrización de heridas 

y regeneración del endometrio (Ferrara et al., 1998; Inoue et al., 1998; 

Nissen et al., 1998).  

 

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) fue uno de los primeros 

factores angiogénicos descubiertos y promueve la proliferación y producción 

de uroquinasa, una serina proteasa que convierte el plasminógeno en 

plasmina, y que permite degradar la matriz extracelular, así como la invasión 

y migración de las células endoteliales durante las fases iniciales de la 

angiogénesis (M. Rusnati & M. Presta, 2007). Después de establecerse la 

red vascular inicial, otros factores adquieren un papel predominante para la 

regulación y estabilidad de los vasos sanguíneos. En este contexto, las 

angiopoyetinas se encargan de la regulación de las fases posteriores de la 

angiogénesis, actuando sobre receptores endoteliales proangiogénicos y 

antiangiogénicos con la finalidad de activar y regular la señalización para 

promover la estabilización vascular (Maduración) (Leong & Kim, 2020). 
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Con respecto a los factores que inhiben la angiogénesis, estos impiden la 

adquisición del fenotipo angiogénico. La angiostatina domina el 

plasminógeno, mientras que la endostatina se une directamente a uno de los 

receptores de VDGF de modo que se bloquea la fosforilación de la tirosina 

en el receptor endotelial, lo que inhibe la proliferación celular y proteínas 

antiapoptóticas. Finalmente, la trombospodina reduce la respuesta del 

VEGF, promueve la apoptosis de endotelio, acelera la angiogénesis y el 

crecimiento tumoral en casos cancerígenos (Ionescu et al., 2022; Liekens et 

al., 2001). 

 

2.1.3. Angiogénesis patológica en enfermedades crónicas 

La angiogénesis descontrolada es una característica patológica del 

crecimiento tumoral, metástasis, retinopatías, inflamación crónica. VEGF 

tiene un papel principal por su participación en la angiogénesis puesto que 

participa en la vasodilatadora de la microvasculatura muscular, y la alteración 

de dicha respuesta genera la resistencia a la insulina y enfermedades 

crónicas (Wagenmakers et al., 2016).   

 

El VEGF es un factor clave en la aparición y desarrollo de distintas 

enfermedades crónicas y degenerativas. A pesar de que el aumento de su 

presencia favorece a procesos regenerativos, también puede ocasionar 

efectos perjudiciales cuando este se incrementa sin control. 

 

El exceso de VEGF promueve el crecimiento del tumor en pacientes con 

cáncer, mientras que en diabetes se suscita la retinopatía diabética. 

Adicionalmente, la elevada presencia de VEGF está asociada a una mayor 

actividad de enfermedades autoinmunes y cuadros graves en el ámbito 

cardiovascular como insuficiencia cardiaca (Avila-Gonzalez N. et al., 2024) 

 

Se evidencia como la angiogénesis no regulada puede ocasionar 

consecuencias severas en ambas enfermedades crónicas. Por ello, la 

investigación de reguladores angiogénicos es esencial para prevenir el 

desarrollo de dichas enfermedades hasta sus etapas más críticas, como la 
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metástasis en el cáncer y la retinopatía o el pie diabético en pacientes 

diabéticos.  

 

2.2. Enfermedades relacionadas con la disfunción angiogénica 

2.2.1. Angiogénesis en el cáncer 

La angiogénesis influye en el crecimiento tumoral, según se ha evidenciado 

en ensayos in vitro e in vivo (Folkman et al., 1989). En el ámbito del cáncer, 

la primera etapa que se evidencia es la fase prevascular, la cual puede durar 

años en desarrollarse. La siguiente etapa corresponde a la fase vascular que 

inició con la angiogénesis y que conlleva un crecimiento tumoral rápido 

porque recibe oxígeno y los nutrientes necesarios, pero aún no incurre en la 

metástasis (Z. Huang, 2004). Sin embargo, los nuevos vasos sanguíneos 

que se originan con la angiogénesis permiten que las células tumorales 

migren hacia el torrente sanguíneo.  

 

A mayor número de células tumorales en la sangre, mayor es la probabilidad 

que logren colonizar un órgano diana (Vartanian & Weidner, 1994). Es 

importante la capacidad angiogénica de las células tumorales para 

desencadenar la metástasis. La angiogénesis estimula el crecimiento del 

depósito metastásico en el órgano, así como el proceso de dispersión 

(Weidner et al., 1991). 

 

2.2.2. Angiogénesis y complicaciones vasculares en diabetes 

En diabetes, un proceso proangiogénico descontrolado puede ocasionar la 

formación excesiva de vasos sanguíneos inmaduros en la retina, lo que 

desemboca en retinopatía diabética. Por otro lado, la antiangiogénesis 

contribuye a una cicatrización ineficiente de heridas debido a la formación 

deficiente de vasos sanguíneos (Cheng & Ma, 2015). 

 

La cicatrización es esencial para restaurar el tejido después de una lesión y 

se conforma de 4 fases: a) La hemostasia, que es la contracción de los vasos 

sanguíneos y la formación de un tapón para detener el sangrado e impedir 

el ingreso de patógenos; b) La inflamación se encarga de la eliminación de 



19 
 

agentes patógenos y de la preparación del tejido para su reparación; c) La 

proliferación es la formación del tejido nuevo y la revascularización por 

acción de la angiogénesis; d) remodelación  en el cual las células que 

participaron sufren apoptosis y las metaloproteinasas estabilizan el nuevo 

tejido (Rodrigues et al., 2019). 

 

En diabetes, la cicatrización se ve afectada porque la hiperglicemia crónica 

genera complicaciones a nivel macro y micro en la vascularización, lo cual 

reduce la angiogénesis y el flujo sanguíneo hacia la lesión y a su vez los 

nutrientes y procesos de reparación implícitos (Stable García, 2023). 

 

2.2.3. Estrés oxidativo y regulación de la angiogénesis 

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio de la capacidad 

antioxidante interna y está relacionada con la causa y pronóstico de muchas 

enfermedades vasculares. La angiogénesis está correlacionada con el 

estrés oxidativo, por lo que su regulación puede favorecer tanto una 

angiogénesis adecuada como la regeneración tisular (Sinha & Dabla, 2015). 

 

El estrés oxidativo conduce a la producción y acumulación de especies 

reactivas al oxígeno (ROS). Una elevada concentración de ROS es dañina 

para los tejidos, induce disfunción endotelial y favorece el desarrollo de 

angiogénesis patológica, asociada a procesos inflamatorios crónicos  

(Komatsu et al., 2008; Martinez-Outschoorn et al., 2010). En contraste, una 

exposición baja a ROS activa rutas de señalización intracelular como las 

medidas por VEGF, el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1α) y las 

proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). Estas vías promueven 

una angiogénesis fisiológica y esencial para la regeneración tisular (Di Meo 

et al., 2016; J. Yun et al., 2009) 

 

Esto indica que el equilibrio antioxidante es un regulador crítico en la 

angiogénesis fisiológica y patológica, y que su alteración o descontrol puede 

desarrollar enfermedades crónicas (Y. J. Huang & Nan, 2019). 
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2.3. Fuentes naturales de compuestos bioactivos con potencial 

terapéutico 

2.3.1. Importancia de los productos naturales en la biomedicina 

Los productos naturales, entendidos como metabolitos producidos por 

organismos vivos, son una de las principales fuentes de compuestos 

bioactivos con potencial terapéutico y medicinal. Estos metabolitos son 

producidos por plantas terrestres, microorganismos (bacterias y hongos) y 

organismos marinos, los cuales actúan como fuentes primarias de productos 

naturales y empleados en el área farmacéutica (Newman & Cragg, 2020). 

Los metabolitos secundarios cumplen funciones ecológicas primordiales, 

como la defensa química, competencia entre especies y su interacción con 

el entorno, lo que explica su diversidad estructural y funcional (Pichersky & 

Lewinsohn, 2011; Theis & Lerdau, 2003).  

 

Entre los metabolitos secundarios más estudiados se encuentran los 

alcaloides y terpenoides. Dentro de los alcaloides, se encuentran la morfina 

(Figura 2.1), aislada de Papaver somniferum y que se emplea clínicamente 

como un analgésico opioide (Krishnamurti & Rao, 2016); la quinina (Figura 

2.2), aislada de la corteza de Chinchona spp. y utilizada como un 

antipalúdico (Jovanovic Aleksandar & Krajnovic Dusanka, 2022); y la 

vinblastina (Figura 2.3) aislada de Catharanthus roseus, usada como un 

agente antineoplásico en quimioterapia (Nguyen et al., 2023). Mientras que, 

en los terpenoides, se incluyen compuestos como el paclitaxel (Figura 4), un 

diterpeno aislado originalmente de Taxus brevifolia y empleado 

principalmente en el tratamiento del cáncer de mama y ovario (Alqahtani F. 

et al., 2019); la artemisinina (Figura 5), un sesquiterpeno aislado de Artemisia 

annua con acción antipalúdica en terapias combinadas (Yin et al., 2025); y 

el mentol (Figura 6), un monoterpeno obtenido de Mentha spp. y utilizado 

históricamente por sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias de forma 

tópica (Melo et al., 2024). 
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Figura 2. 1 Estructura química de la morfina aislada de Papaver somniferum. 

 

 

Figura 2. 2 Estructura química de la quinina aislada de Chinchona spp. 

 

 
Figura 2. 3 Estructura química de la vinblastina aislada de Catharanthus roseus. 

 

Figura 2. 4 Estructura química de paclitaxel aislado de Taxus brevifolia. 
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Figura 2. 5 Estructura química de artemisina aislado de Artemisia annua. 

 

 
Figura 2. 6 Estructura química de mentol obtenido de Mentha spp. 

 

En los últimos años, los ecosistemas marinos han adquirido especial interés 

como fuentes de nuevos productos naturales, debido a su elevada 

biodiversidad y a las condiciones ambientales variadas. Sin embargo, la 

explotación de especies y la sostenibilidad son desafío que representa la 

obtención de productos naturales. Debido a esto ha incrementado el interés 

por el desarrollo de estrategias alternativas de producción, como el cultivo 

controlado, síntesis química y semisintética, con el objetivo de garantizar un 

suministro continuo de los metabolitos que permita continuar con la 

investigación y desarrollo farmacéutico (Atanasov et al., 2015; Vaishnav & 

Demain, 2011).   

 

2.3.2. El ecosistema marino como fuente de compuestos bioactivos 

La biodiversidad marina representa una fracción fundamental de la 

biodiversidad global y una fuente en auge de compuestos bioactivos. A pesar 

de las 242,000 especies reportadas hasta el 2023 por WoRMS, hay 

proyecciones actuales que indican que el número total de especies marinas, 

incluyendo las que no han sido registradas hasta el momento, podrían 

situarse entre 0.3 (Costello et al., 2012, 2014) y 2.2 millones (Bouchet et al., 

2023; Mora et al., 2011). Estas cifras entre la biodiversidad conocida y la 
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estimada posiciona al ambiente marino como reservorio de futuros 

metabolitos secundarios por descubrir con posibles aplicaciones 

terapéuticas (Y. Li et al., 2025). 

 

Diversos grupos de organismos marinos han sido ampliamente investigados 

por su capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos. En 

bacterias marinas como Salinispora tropica se aisló la salinosporamida A 

(Figura 2.7), un potente inhibidor de la proteasoma 20S y que ha estado en 

ensayos clínicos de fase 1 para el tratamiento del cáncer (Reed et al., 2007).  

 

En microalgas, la diatomea Phaeodactylum tricornutu destaca como fuente 

de fucoxantina (Figura 2.8), un pigmento con efecto antioxidante y 

antiinflamatorio reportado (Khaw et al., 2022), mientras que, en las 

macroalgas, Fucus vesiculosus son una fuente principal de fucoidano (Figura 

2.9), un polisacárido sulfatado con amplia investigación, de la cual se ha 

reportado actividad anticancerígena (Bhuyan et al., 2023). 

 

 

Figura 2. 7 Estructura química de la la salinosporamida A aislada de Salinispora tropica. 

 

 

Figura 2. 8 Estructura química de la fucoxantina obtenida de Phaeodactylum tricornutu. 
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Figura 2. 9 Estructura química de un fucoidano aislado de Fucus vesiculosus. 

 

Entre los invertebrados marinos, los octocorales blandos como Sacophyton 

digitatum son fuentes importantes de diterpenos cembranoides, los cuales 

se han evidenciado actividad antiinflamatoria y citotóxica, como es el caso 

del furanocembranoide (Figura 2.10) con actividad anticancerígena 

(Nurrachma et al., 2021). Finalmente, en moluscos, la libre de mar Dolabella 

auricularia ha sido reportado como fuente de dolastatina 10 (Figura 2.11), un 

péptido con alta actividad anticancerígena y base de desarrollos 

farmacológicos hasta la presente fecha (Gao et al., 2021). 

 

Dentro de este amplio contexto de la biodiversidad y potencial marino, los 

equinodermos se distinguen como un grupo de suma importancia, debido a 

la especificidad funcional de sus metabolitos secundarios (Gomes et al., 

2016), que se abordará en la siguiente sección.  

 

Figura 2. 10 Estructura química de un furanocembranoide aislado de Sacophyton digitatum. 
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Figura 2. 11 Estructura química de dolastatina 10 aislada de Dolabella auricularia. 

 

2.3.3. Los equinodermos como recurso biomédico 

Dentro del amplio rango de especies marinas productos de metabolitos 

bioactivos, los equinodermos se han consolidado como un recurso de alto 

valor. En los últimos años, más de 2000 nuevos compuestos se han aislado 

de equinodermos (Carroll et al., 2022). Este filo abarca más de 7500 

especies distribuidas alrededor de los océanos y se dividen en cinco 

diferentes clases: Asteroidea (estrellas de mar), Holothuroidea (pepinos de 

mar), Ophiuroidea (estrellas frágiles), Echinoidea (erizos de mar) y Crinoidea 

(Lirios de mar) (Schierwater & DeSalle, 2021).  

 

Tanto los pepinos de mar como las estrellas marinas se emplean en la 

medicina tradicional por ser fuentes de compuestos bioactivos (Zhang et al., 

2006) (Yang et al., 2011). Los pepinos de mar son el grupo de equinodermos 

con mayor relevancia y los más estudiados desde el punto de vista 

farmacológico por su amplio espectro para el tratamiento de enfermedades 

como asma, artritis, hipertensión, entre otros en la medicina tradicional 

(Bordbar et al., 2011).  

 

La composición química de las especies dentro de este filo son la principal 

razón de sus propiedades. Se ha atribuido la bioactividad a moléculas 

llamadas metabolitos secundarios, los cuales se han identificado en los 

extractos de algunas especies de este filo. Por ejemplo, en los pepinos de 

mar predominan los glicósidos triterpénicos sulfatados, como la holoturina A 

(Fig. 2.12) aislado de Holothuria Scabra con potencial anticancerígeno al 

inducir a la apoptosis a las células tumorales (Wargasetia et al., 2020). En 

los erizos del mar, los metabolitos más característicos son los pigmentos 
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naftoquinónicos, como es espinocromo A (Figura 2.13), aislado 

principalmente de Paracentrotus lividus, con bioactividad antibacterial, 

antiinflamatoria y citoprotectora  (Brasseur et al., 2017). Las estrellas de mar 

y ofiuras poseen principalmente asterosaponinas (Figura 2.14), aisladas de 

especies como Asterias amurensis, Asterina pectinifera y Ophiura sarsii, con 

propiedades antiinflamatorias y citotóxicas (Stonik et al., 2020). 

Adicionalmente, varios equinodermos contienen polisacáridos sulfatados, 

como el fucoidano (Figura 2.15) y el condroitin sulfato fucosilado (Figura 

2.16) aislados de pepinos de mar como Isostichopus badionotus, Holothuria 

scabra, Holothuria hilla y Paracaudina chilensis, los cuales exhiben actividad 

anticoagulante, antitrombótica, antiflamatorios, antioxidantes, 

antihiperlipidémicos y anticancerígenos (Chahed et al., 2020; Olivera-Castillo 

et al., 2014; Pérez Aida, 2014; Shi et al., 2016; L. Zhao et al., 2018) 

 

 
Figura 2. 12 Estructura química de una holoturina A aislada de Holothuria Scabra. 

 

 
Figura 2. 13 Estructura química del espinocromo A aislado de Paracentrotus lividus. 
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Figura 2. 14 Estructura química de asterosaponinas aisladas de Asterias amurensis. 

 

 
Figura 2. 15 Estructura química de un fucoidano aislado de Isostichopus badionotus. 

 

 

 
Figura 2. 16 Estructura química de un condroitín sulfato fucosilado aislado de Isostichopus badionotus. 

 

Los metabolitos secundarios varían entre especies y dependen tanto de 

condiciones de hábitat, así como la etapa de desarrollo. Actualmente, se 

sigue investigando y aislando metabolitos secundarios a partir de especies 

marinas para la evaluación de sus propiedades biológicas ante un rango 

amplio de enfermedades. El mecanismo de acción de dichos metabolitos es 
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de gran interés para el desarrollo de nuevos tratamientos (Popov et al., 

2022). 

 

2.4. El pepino de mar Isostichopus fuscus 

2.4.1. Características biológicas y distribución 

Los pepinos de mar pueden se pueden clasificar taxonómicamente en base 

a sus características como la forma del cuerpo, morfología de los pies y 

tentáculos, siendo estos últimos la principal característica para su 

identificación. En los niveles taxonómicos más altos, el orden se basa en la 

forma del cuerpo, características de los tentáculos y en la posición tanto de 

la boca como del ano, mientras que en los niveles inferiores se basa en la 

forma y el arreglo espicular (Pawson, 1970). 

 

El género Isostichopus se caracteriza por cuerpos delgados que pueden 

llegar a alcanzar 25cm en la etapa adulta, además de la presencia de hasta 

20 papilas romas en los laterales y en la región dorsal (Deichmann Elisabeth, 

1954). Este género comprende a las especies: Isostichopus badionotus, 

Isostichopus sp. aff. badionotus e Isostichopus fuscus (Fig 5). 

Isostichopus fuscus es un organismo alargado epibentónico que puede llegar 

a medir desde 19 a 25cm y pesar desde 100 hasta 410g en etapas adultas, 

por lo cual se le ha atribuido el nombre de “Pepino de mar gigante” en el 

sector pesquero.  

 

Esta especie se encuentra distribuida a lo largo del océano pacífico (Maluf, 

1988) y suele vivir en zonas marinas someras (Herrero-Pérezrul et al., 1999), 

hasta aproximadamente 40m de profundidad. Su preferencia por arrecifes 

de coral y hábitats rocosos la convierte en la especie de pepino de mar más 

común en aguas costeras (Herrero-Pérezrul et al., 1999) a lo largo de las 

costas de Baja California, México y Ecuador, incluyendo islas como 

Galápagos, Socorro, Cocos y Revillagigedo (Matthew James, 2013).  

 

Esta especie es la única con valor comercial en el Ecuador, sin embargo, la 

pesca ilegal disminuyó drásticamente la cantidad de especímenes en las 



29 
 

Islas Galápagos, por lo que se estableció la Resolución No. 0000203 del 

Ministerio del Ambiente que establece las normas para la pesca legal y 

controlada de Isostichopus fuscus en la Reserva Marina de Galápagos. En 

esta Resolución se establece cuotas de capturas, tallas permitidas (al menos 

20cm) y los requisitos para los pescadores.     

 

Figura 2. 17 Isostichopus fuscus en tanques de cultivo en CENAIM. 

 

2.4.2. Composición química y metabolitos reportados 

Los pepinos de mar han demostrado tener compuestos bioactivos como 

saponinas, triterpenos, condroitin sulfato fucosilados, fucoidanos, entre 

otros. Sin embargo, un mayor porcentaje de estos compuestos reportados 

provienen de especies de continentes orientales, mientras que especies 

como Isostichopus fuscus que se encuentra distribuida a lo largo de las 

costas del continente americano no se dispone de mucha información. 

 Isostichopus badionotus es la especie más estudiada de su género. Se ha 

evidenciado metabolitos bioactivos como fucoidanos con potencial 

antihiperlipidémico capaces de regular enzimas clave del metabolismo 

lipídico (Hu et al., 2022). Además, han demostrado tener efecto antioxidante 

por la capacidad de sus grupos sulfatados para secuestrar radicales libres 

(Guo et al., 2014), y actividad antiinflamatoria que se relaciona con la 

inhibición de vías e inhibición de citocinas proinflamatorias (Wang et al., 

2016).  

 

Así mismo, el condroitin sulfato fucosilado es el metabolito más aislado en 

esta especie que posee actividad antiviral, asociado principalmente a la 
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capacidad de unirse a proteínas virales, bloqueando la entrada en células 

hospedadoras. Esta actividad ha sido reportada in vitro en rangos de 1 – 100 

µg/mL, dependiendo del virus y características estructurales del polisacárido 

(Vabret et al., 2020) (Zoepfl et al., 2021) (Niu et al., 2024). También ha 

demostrado potencial antiparasitario, específicamente contra Plasmodium 

falciparum, donde concentraciones en el rango de 10 – 50 µg/mL inhiben 

procesos de adhesión y desarrollo del parásito (Marques et al., 2016), es 

anticoagulante bajo y más seguro que la heparina no fraccionada puesto que 

no activa el factor XII que puede generar afectos adversos. Esta actividad se 

ha observado en ensayos de coagulación in vitro a concentraciones de 5 – 

50 µg/mL (Chen et al., 2011) (Li et al., 2016). Finalmente, se le atribuye 

efecto anticancerígeno, demostrado en líneas celulares de carcinoma 

colorrectal (HT-29) y adenocarcinoma pulmonar (A549), donde 

concentraciones de 25–200 µg/mL inducen de apoptosis y regulación de la 

angiogénesis (He et al., 2014)  

 

Hasta la actualidad, los estudios sobre Isostichopus fuscus se han centrado 

en la evaluación de extractos crudos y fracciones proteicas en relación con 

su actividad proteolítica y potencial antioxidante (Hernández-Sámano & 

Hernández-Ledesma, 2015). La actividad proteolítica ha sido evaluada 

mediante ensayos enzimáticos in vitro, donde extractos de la pared corporal 

de I. fuscus mostraron actividad significativa en concentraciones de 0.1-1.0 

mg/mL, evidenciando la capacidad de hidrolizar proteínas complejas y 

transformarlas en péptidos de menos peso molecular, lo cual es importante 

para procesos de digestión y regeneración tisular (Hernández A. et al., 2015).  

 

Por otro lado, el potencial antioxidante de I. fuscus está vinculado a la 

capacidad de compuestos para neutralizar ROS, lo con contribuye a la 

reacción del daño oxidativo. En ensayos como 2,2-difenil-1-picrilhidrazil  

(DPPH), 2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) y poder 

antioxidante reductor férrico (FRAP), se ha reportado que una concentración 

de 0.5-5 mg/mL de extractos acuosos y proteicos neutralizan ROS de forma 

dosis dependiente. Estos resultados sugieren la disminución del daño 
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oxidativo y un papel protector frente al estrés oxidativo (Hernández-Sámano 

& Hernández-Ledesma, 2015). 

 

Como se puede evidenciar, es necesario profundizar las investigaciones 

sobre I. fuscus con la finalidad de aislar metabolitos, evaluar bioactividad en 

diferentes campos y sintetizar productos que aporten al campo medicinal 

como se ha realizado antes en otras especies marinas. 

 

2.5. Compuestos marinos y su papel en la modulación de la 

angiogénesis 

2.5.1. Mecanismos de acción de los compuestos antiangiogénicos 

En los últimos años, se han estudiado y desarrollado inhibidores de 

angiogénesis con la finalidad de reducir el desarrollo tumoral y prevenir la 

metástasis. Sin embargo, diversos estudios muestran que la resistencia 

terapéutica y la toxicidad interfieren en la eficacia de inhibidores 

angiogénicos (Bergers & Hanahan, 2008; Verheul & Pinedo, 2007).      

 

En base a esto, los compuestos marinos han demostrado un gran potencial 

para la inhibición de la angiogénesis, al interferir con vías clave de 

señalización asociadas a VEGF y con un potencial de citotoxicidad bajo.  

 

Un estudio sobre esponjas marinas provenientes del Mar Rojo demostró que 

las latrunculinas A (Figura 2.18) y B, aisladas de Latrunculia magnifica y 

Negombata magnifica inhiben la formación de estructuras tubulares 

endoteliales en ensayos in vitro de angiogénesis utilizando células 

endoteliales humanas (HUVEC), a concentraciones bajas de 10-100 nM, 

mostrando baja toxicidad (H. Ebrahim & El Sayed, 2016). En este mismo 

estudio, el alcaloide macrocíclico araguspongine C (Figura 2.19), aislado de 

la Xestospongia exigua, fue reportado como un inhibidor selectivo de las 

quinasas proangiogénicas como PLK1, lo que contribuye a la reducción de 

señales intracelulares que promueven la proliferación y migración endotelial. 

Esta actividad fue observada in vitro con valores de IC50 de 0.5-2 µM 

(Ebrahim & El Sayed, 2016). 
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Figura 2. 18 Estructura química de latrunculinas A aislada de Latrunculia magnifica. 

 
Figura 2. 19 Estructura química de araguspongine C aislado de la Xestospongia exigua. 

 

Otro factor que influye en la angiogénesis es el estrés oxidativo. El factor 

inducible por hipoxia (HIF) es el responsable de la regulación oxidativa y es 

el precursor de trastornos patológicos (Zimna & Kurpisz, 2015). La Heme 

oxigenasa-1 (HMOX-1) es un gen regulado por Nrf2, un factor de 

transcripción que regula la producción de proteínas antioxidantes, 

antiinflamatorias y detoxificantes (Mukaigasa et al., 2012), que protege en 

contra del estrés oxidativo, reduce la muerte celular y regula la inflamación 

(Loboda et al., 2016). Por su parte, VEGF es un regulador de la angiogénesis 

inducida por hipoxia, que mantiene un equilibrio entre la oxigenación y la 

formación de nuevos vasos sanguíneos (Jin et al., 2019). 
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Abeer A. Khamis et al. identificaron familias de metabolitos bioactivos tipo 

naftoquinona como echinochrome A (Figura 2.20) y spinochrome A y E, así 

como compuestos fenólicos y flavonoides provenientes de la concha del 

erizo de mar Paracentrotus lividus. Estos metabolitos, actuando en conjunto, 

regularon el estrés oxidativo mediante la alteración del equilibrio redox 

celular debido al aumento de óxido nítrico y malondialdehído, y 

disminuyendo la actividad del superóxido dismutasa y catalasa. Este 

mecanismo de acción se asoció con una regulación negativa del Nrf2/HMOX-

1 y redujo la expresión de HIF-1α y su gen diana VEGF, lo cual resultó en 

una disminución significativa de la angiogénesis en condiciones de hipoxia 

(Khamis et al., 2025).  

 

Figura 2. 20 Estructura química de echinochrome A aislado de Paracentrotus lividus. 

 

 

2.5.2. Compuestos con efecto proangiogénico 

Diversos compuestos marinos han demostrado la capacidad de promover la 

formación de nuevos vasos sanguíneos a través de la activación regulada 

de vías proangiogénicas, sin incurrir a la angiogénesis patológica que es 

característica del cáncer. Entre los mecanismos evaluados, se encuentra la 

inducción de VEGF y citocinas proinflamatorias como TNF- α, cuya 

activación favorece a las etapas iniciales de cicatrización (Boujhoud et al., 

2025).  

 

Los mecanismos proangiogénicos van de la mano con el control del estrés 

oxidativo para prevenir el daño tisular en altos niveles. Los niveles de VEGF, 

mediadores inflamatorios y la regulación del balance redox permite el 

desarrollo de una angiogénesis funcional (Carson & Clarke, 2018). 
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El modelo de membrana corioalantoidea (CAM) del embrión de ave es un 

modelo ampliamente utilizado para la evaluación in vivo de la angiogénesis 

debido a la alta vascularización, respuesta rápida a estímulos angiogénicos, 

accesibilidad y costos. En el aspecto proangiogénico, se espera que el 

compuesto a evaluar incremente la densidad vascular, cantidad de 

ramificaciones y longitud de capilares y el número de puntos de intersección.  

 

La CAM permite correlacionar los mecanismos moleculares de los 

compuestos naturales con potencial proangiogénico con los efectos sobre la 

red vascular, aportando evidencia para procesos de regeneración y 

cicatrización (Zakaria et al., 2024).  

 

2.5.3. Evidencia experimental en modelos celulares y animales 

Diversas investigaciones han reportado el efecto angiogénico y 

antiangiogénico de compuestos marinos. Un ejemplo es el estudio 

desarrollado por Liu et al. en donde se aisló y evaluó catunaregin de especies 

provenientes de la especie de manglar Catunaregam spinosa. El ensayo in 

vitro con células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECs) 

evidenció la capacidad inhibitoria de catunaregin de fenotipos angiogénicos 

inducidos por VEGF que incluyen: migración celular, invasión y formación 

tubular. Esta capacidad se le atribuye a la disminución de la fosforilación de 

Akt y eNOS, los cuales son los principales mediadores de señalización 

proangiogénica (Liu et al., 2014). 

 

Figura 2. 21 Estructura química de catunaregin aislado de Catunaregam spinosa. 

 

Los resultados de ensayos in vivo con embriones de pez cebra (Danio rerio), 

mostró la reducción de nuevos vasos sanguíneos en el desarrollo 

embrionario, lo cual está asociado con un efecto antiangiogénico. Finalmente 

se realizó un ensayo de herida abierta que exhibió la capacidad cicatrizante 
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del compuesto sin repercutir en el crecimiento del tejido lo que indica alta 

selectividad (Liu et al., 2014).  

 

García-Caballero et al. evaluaron la actividad angiogénica del metabolito 

marino AD0157, pirrolindiona aislada de un hongo marino del género 

Paraconiothyrium. El modelo in vivo in ovo de CAM evidenció que el 

metabolito inhibió el crecimiento vascular en dosis dependientes debido a la 

reducción de densidad capilar y desviación de vasos sanguíneos.  

 

Así mismo, AD0157 inhibió la neovascularización embrionaria en embriones 

transgénicos de pez cebra a concentraciones 1-5 µM sin alteraciones 

morfológicas significativas ni letalidad embrionaria, lo que sugiere un efecto 

tóxico bajo. Los autores concluyeron que el mecanismo antiangiogénico se 

basa en la inhibición de la fosforilación de Akt y de la vía ERK1/2, también 

que induce la apoptosis endotelial que depende de caspasas (García-

Caballero et al., 2014). 

 

 

Figura 2. 22 Estructura química de AD0157 aislada de un hongo marino del género Paraconiothyrium. 

 

Así mismo, Ye et al., demostraron la capacidad inhibitoria de una lisozima 

aislada de la bacteria marina Pseudoalteromonas sp (Ye et al., 2008). En 

modelos in vitro, este compuesto inhibió la proliferación de células 

endoteliales (ECV304) en una forma dosis-dependiente, sin generar efectos 

citotóxicos significativos sobre las células no endoteliales lo que sugiere alta 

selectividad sobre la vasculatura. En modelos in vivo in ovo CAM se confirmó 

la capacidad antiangiogénica en donde la lisozima inhibió significativamente 
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la formación de vascularización y redujo el número de ramificaciones 

vasculares hasta un 85%. Finalmente, en modelos de animales, después de 

la administración sistémica de la lisozima marina, se evidenció una reducción 

significativa del crecimiento tumoral (Sarcoma 180 y Hepatoma 22) en 

ratones (Ye et al., 2008). 

 

Estos resultados evidencian el potencial de los compuestos marinos como 

reguladores de la angiogénesis de forma selectiva y con abaja toxicidad 

sistémica.   

 

2.6. Métodos de obtención y caracterización de fracciones bioactivas 

2.6.1. Técnicas de extracción y fraccionamiento 

La extracción sólido-líquido (SLE) es uno de los métodos fundamentales y la 

técnica analítica más implementada para la obtención de metabolitos a partir 

del tratamiento de matrices sólidas a través de la partición de los analitos de 

interés entre las dos fases involucradas: matriz sólida y disolvente. El 

proceso SLE posee tres mecanismos esenciales: la penetración del 

disolvente en la matriz sólida, difusividad de los analitos desde la matriz 

hasta el disolvente y la solubilidad de los analitos en el disolvente (Priego-

Capote, 2021). 

 

Estos mecanismos permiten seleccionar disolventes orgánicos de diferente 

polaridad, con la finalidad de extraer metabolitos de interés según su afinidad 

química. 

La separación y purificación se puede realizar mediante técnicas 

cromatográficas como la extracción en fase sólida (SPE) y cromatografía 

líquida. En estas técnicas, los analitos se retienen o eluyen en base a su 

polaridad, capacidad de adsorción y partición. 

 

Entre los mecanismos de retención tanto en SPE como en la cromatografía 

líquida, la polaridad relativa entre la fase móvil y la fase estacionaria es 

determinante para la selectividad del proceso (Andrade-Eiroa et al., 2016).  
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La partición es un mecanismo de retención que predomina en SPE donde se 

aplica los fundamentos de la extracción líquido-líquido sobre procesos de 

distribución o partición de los solutos entre la muestra líquida y el líquido que 

yace en la fase estacionaria (Huck & Bonn, 2000). 

 

El fundamento en SPE es el mismo que se emplea para la cromatografía 

líquida al vacío (VLC) con la finalidad de obtener fracciones ricas en 

metabolitos de diferentes polaridades, lo cual permitiría una evaluación de 

bioactividad más específica. 

VLC se considera un tipo de cromatografía en capa fina preparativa puesto 

que se lleva a cabo sobre gel de sílice o alúmina (adsorbentes). Las 

columnas empacadas para VLC se pueden utilizar para la misma o 

separaciones similares, después de un completo lavado con metanol y el 

retiro del material polar descompuesto en la parte superior del adsorbente 

(Hostettmann et al., 1998). En VLC, la elución en gradiente es altamente 

efectiva y se puede implementar tanto para pequeñas como grandes 

cantidades de mezclas (Maurya, 2018).  

 

2.6.2. Métodos cromatográficos y espectroscópicos 

El aumento de la complejidad en muestras a analizar, la necesidad de 

análisis rápidos y la reducción de costos en reactivos a largo plazo 

promovieron el desarrollo de la cromatografía líquida de ultra alta presión 

(UHPLC). El UHPLC es una técnica avanzada de cromatografía líquida que 

provee cromatogramas de alta resolución y reproducibilidad según los 

tiempos de retención. Esta técnica permite separaciones que son relevantes 

en áreas farmacéuticas, metabolómica e investigación (X. Wang et al., 2014). 

 

El desempeño cromatográfico está relacionado con la reducción del tamaño 

de partícula en la fase estacionaria, puesto que el uso de partículas menores 

a 2 µm, requiere un incremento del número de platos teóricos y 

consecuentemente reduce significativamente los tiempos de análisis.  
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El acoplamiento de UHPLC a la espectrometría de masas (MS) representa 

una gran ventaja en términos de caracterización química de mezclas 

complejas (múltiples compuestos coexistiendo), como es el caso de 

muestras provenientes de especies marinas, ya que fusiona la alta eficiencia 

cromatográfica del UHPLC con la detección selectiva del MS.  

 

La ventaja principal del acoplamiento UHPLC-MS es la reducción de la 

complejidad de la muestra que analiza el espectrómetro de masas, lo que a 

su vez reduce las probabilidades de competencia y efectos de supresión 

iónica. La resolución cromatográfica mejorada (mejor definición en los 

tiempos de retención) facilita el ingreso de los analitos al detector de masas 

mejor distribuidos, lo que permite una detección e identificación de 

compuestos más confiable(Panuwet et al., 2016).  

 

Se concluye que el acomplamiento UHPLC-MS es una técnica analítica 

integrada que permite obtener alta resolución, rapidez, sensibilidad y 

reproducibilidad, parámetros importantes para una caracterización química 

eficiente y confiable de muestras complejas (Guillarme & Veuthey, 2017). 

 

Adicionalmente, los avances en la bioinformática han logrado mejorar la 

investigación en el campo de los productos naturales por la capacidad de 

desarrollar descubrimientos eficientes de nuevos componentes. Molecular 

Networking (MN) MS/MS es un enfoque prometedor en el análisis de 

mezclas complejas de productos naturales, lo que lo ha convertido en una 

revolución en el aislamiento compuestos.  

Esta herramienta bioinformática organiza los espectros de fragmentación en 

redes moleculares en base a la similitud estructural. MN MS/MS permite la 

visualización de familias de metabolitos asociados, detección de análogos 

estructurales y la relación con compuestos reportados con anterioridad. El 

objetivo es transformar los datos obtenidos a partir de UHPLC-MS en mapas 

químicos interpretables en forma de nodos (metabolitos) y sus respectivas 

conexiones (patrones de fragmentación). Los datos biológicos y funcionales 
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en esta herramienta permiten correlacionar la estructura química con la 

bioactividad. 

 

La combinación de UHPLC-MS y Molecular Networking MS/MS es una forma 

robusta de relacionar perfiles químicos de matrices complejas con funciones 

biológicas, lo que representa una herramienta primordial en la investigación 

actual de productos naturales (Fox Ramos et al., 2019).   

 

2.6.3. Ensayos fitoquímicos cualitativos 

Los ensayos fitoquímicos cualitativos son la etapa inicial para la detección 

de familia de compuestos en el análisis de productos naturales. Estas 

pruebas se basan tanto en la formación de precipitados como en los cambios 

de color que se producen por la interacción de los compuestos presentes en 

el extracto y reactivos involucrados (Vargas Mamani, 2024). 

 

Los alcaloides son compuestos orgánicos (aminas) de origen natural. La 

mayoría de estos son de naturaleza básica, con excepciones (neutras o 

débilmente ácidas).  Entre las pruebas más empleadas para la detección de 

alcaloides se tiene la prueba de Dragendorff, el cual produce un precipitado 

naranja o rojizo debido a la reacción de estos compuestos nitrogenados con 

complejos de bismuto-yoduro (Parrales Alay & Villamar Pibaque, 2022). Así 

mismo, Mayer es una prueba que confirma la presencia de alcaloides 

mediante la formación de un precipitado blanco o cremoso. El reactivo de 

Wagner al entrar en contacto con la muestra, la formación de un precipitado 

naranja o morado indicará la presencia de estos compuestos (Vargas 

Mamani, 2024). 

La detección de terpenoides y esteroides se realiza mediante las pruebas de 

Salkowski y Liebermann-Burchard, que se basan en reacciones de oxidación 

y sulfonación con cambios de color característicos. En la reacción de 

Salkowski, el cambio del color de amarillo a rojo o morado indica la presencia 

de un núcleo esteroidal. Mientras que en la reacción de Liebermann-

Burchard, la aparición de una coloración ver, azul o morada, se asocia a la 

presencia de esteroides y triterpenos (Abdel-Rahman et al., 2019a). 
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En el ámbito antioxidante se tiene a los fenoles, cuyo mecanismo de acción 

consiste en la donación de electrones para neutralizar especies reactivas de 

oxígeno (ROS). Así mismo, los flavonoides son un subgrupo de los fenoles 

de alto interés en el campo medicinal. La presencia de estos compuestos se 

realiza mediante el ensayo con cloruro férrico (FeCl3) que genera un tono 

azul, verde o violeta como consecuencia de la formación de complejos entre 

el hierro y los grupos hidroxilo fenólicos (Klangmanee & Athipornchai, 2019). 

 

Las saponinas son metabolitos secundarios con alta aplicación en el sector 

biomédico. Estos compuestos poseen naturaleza anfipática lo cual les 

confiere propiedades tensoactivas. Estas pueden ser detectadas mediante 

la formación de espuma debido a su capacidad tensoactiva, De forma 

general estas pruebas cualitativas permiten obtener un perfil fitoquímico 

preliminar del extracto, el cual funciona como base para optimizar el 

fraccionamiento y determinar pasos posteriores (Saxena et al., 2023). 

 

Los glucósidos cardiotónicos son metabolitos secundarios de alto valor 

medicinal y usados en la cardioterapia para pacientes con insuficiencia 

cardiaca (Marshall, 1964). Dentro de las pruebas fitoquímicas se tiene a 

Keller-Killani, la cual al entrar en contacto con el metabolito objetivo presenta 

una coloración verde oscura que indica la presencia de desoxiazúcares en 

glucósidos cardiotónicos (Lima et al., 2016) . 

 

Este conjunto de metabolitos secundarios con bioactividad asociada 

contribuye a las especies como un mecanismo de defensa y así mismo a las 

propiedades bioactivas de los extractos, lo que hace de los ensayos 

fitoquímicos cualitativos, un paso inicial relevante para profundizar su 

investigación. 
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2.7. Modelos biológicos para la evaluación de la bioactividad 

2.7.1. Ensayo in vitro en líneas celulares 

El uso de líneas celulares como modelos in vitro es una herramienta 

fundamental para la evaluación de diferentes aspectos de compuestos con 

potencial terapéutico, puesto que permite el estudio problemas de relevancia 

clínica como patologías, estudios de cribado y viabilidad celular. A pesar de 

que los cultivos primarios son la representación más cercana del tejido 

objetivo, son los más complejos debido a las altas exigencias en condiciones 

para su mantenimiento y eficacia. Es por esto, que se opta por trabajar con 

líneas celulares inmortalizadas, las cuales son más estables y permiten la 

disponibilidad de material celular ilimitado. Las líneas celulares inmortalizas 

representan alta reproducibilidad y son útiles para estudios de toxicidad, 

selectividad y elección de compuestos bioactivos. A pesar de que puedan 

presentar problemas de estabilidad, siguen siendo la mejor opción en 

ensayos in vitro y la alternativa más empleada en la investigación (Allen et 

al., 2005).  

 

La citotoxicidad es la capacidad de un agente para producir alteraciones en 

procesos celulares esenciales, lo que conduce a la disminución de la 

viabilidad celular hasta su muerte. La concentración inhibitoria media (IC50) 

es una medida cuantitativa que indica la concentración necesaria para 

reducir en un 50% la viabilidad. Los ensayos como bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), Alamar Bue, fosfatasa ácida, 

entre otros, permiten la obtención de curvas dosis-respuesta, a partir de las 

cuales se puede cuantificar el IC50 y la selectividad, otorgando información 

crucial para la comparación de la eficacia de distintos compuestos en 

términos de citotoxicidad frente a líneas celulares. Los modelos celulares in 

vitro permiten predecir efectos farmacológicos y tóxicos potenciales previo a 

ensayos in vivo (Damiani et al., 2019).  
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2.7.2. Ensayo de membrana corioalantoidea (CAM) 

CAM es un modelo utilizado para la evaluación de la angiogénesis debido a 

la red vascular que se desarrolla durante la incubación del ave. La CAM se 

forma por la fusión del corión y el alantoides, entre los días 4 y 5 de 

incubación, lo que genera una membrana altamente vascularizada que tiene 

la fusión de proporcionar oxígeno y nutrientes al embrión (Y. Wang et al., 

2025). 

 

Una vez desarrollada la CAM, se puede acceder a esta in ovo, mediante una 

ventana en la cáscara, o ex ovo, retirando la cáscara y colocando la CAM en 

una caja Petri. Ambos métodos permiten la aplicación de fracciones, 

extractos o compuestos sobre la superficie vascular y el posterior análisis de 

efectos sobre la misma como patrón de ramificación, densidad y longitud de 

los vasos sanguíneos a través de la observación macroscópica y análisis 

cuantitativo de parámetros vasculares (Dohle et al., 2010). 

 

Hamburguer y Hamilton en 1951 establecieron un protocolo técnico detallado 

en embrión de pollo y en especial en el modelo CAM. Durante los primeros 

días de desarrollo, el embrión no ha completado el sistema nervioso por lo 

que lo convierte en un modelo éticamente aceptable acorde a las normativas 

internacionales y respalda su implementación en estudios preclínicos como 

el modelo CAM. El sistema inmunológico del embrión no está completamente 

desarrollado durante las primeras etapas de incubación (hasta el día 9 de 

incubación) lo que permite la colocación de tejidos o biomateriales sin 

rechazo inmunológico significativo. El embrión de Gallus gallus domesticus 

es un modelo experimental in vivo para la evaluación de la angiogénesis 

debido a su rápido desarrollo, accesibilidad y bajo costo (Hamburger & 

Hamilton, 1951). 

 

 

2.7.3. Interpretación de resultados biológicos 

La respuesta angiogénica observada en el modelo CAM sea como 

estimulación del desarrollo vascular (proangiogénico) o inhibición 
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(antiangiogénico), puede correlacionarse con el potencial terapéutico de los 

extractos o fracciones en las cáncer o úlceras diabéticas. La respuesta 

antiangiogénica se asocia con efectos antitumorales, debido a que el 

desarrollo y migración tumoral depende directamente de la 

neovascularización que le permita aprovechar nutrientes y oxigenación. Ante 

agentes antiangiogénicos, el modelo CAM ha mostrado una reducción de la 

densidad vascular, ramificaciones capilares y generación de zonas 

avasculares, lo cual comprueba el alto potencial como anticancerígenos 

(Tufan & Lale Satiroglu-Tufan, 2005). 

 

En condiciones de hiperglucemia, se evidencia una angiogénesis 

significativamente reducida debido a la disminución de la proliferación 

endotelial y un aumento de apoptosis, características de úlceras diabéticas 

y deficiencia en la cicatrización. La implementación de factores que activen 

la vía de VEGF pueden revertir parcialmente la deficiencia vascular y esto se 

interpretaría como una respuesta proangiogénica con potencial para 

reparación y tratamiento de úlceras. CAM permite interpretar si un extracto 

o fracción presenta un perfil proangiogénico o antiangiogénico con posibles 

aplicaciones ante patologías neoplásicas, lo cual hacer de CAM una 

herramienta preclínica confiable (DiMarco Giovana et al., 2008). 

 

2.8. Perspectiva terapéutica de Isostichopus fuscus 

2.8.1. Potencial biomédico de metabolitos 

Diversos estudios reportan que los pepinos de mar con una fuente 

importante de metabolitos con alto valor en el campo biomédico, de los 

cuales destacan las saponinas triterpénicas, polisacáridos sulfatados, 

glicosaaminoglicanos, péptidos y lipidos bioactivos, que han sido asociados 

con actividad antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, 

antiangiogénicas, entre otros (Bordbar et al., 2011). 

 

En el caso de la especie Isostichopus fuscus, se ha evidenciado que las 

fracciones proteicas provenientes de los tentáculos pueden emplearse para 
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liberar péptidos con alto potencial antioxidante (Hernández-Sámano & 

Hernández-Ledesma, 2015).  

 

En una investigación más profunda sobre estos péptidos, se concluyó que 

reducen el estrés oxidativo, el cual es el precursor de patologías crónicas 

que se relacionan a la inflamación, daño vascular y envejecimiento celular 

(Hossain, Dave, et al., 2022). 

 

A pesar de que no se dispone de más información sobre bioactividad en esta 

especie, se tiene como referencia a I. badionotus, que pertenece al mismo 

género y ha mostrado bioactividad en diferentes áreas (Olivera-Castillo et 

al., 2025; Pérez-Espadas et al., 2014; Pérez-Vega et al., 2013). Se propone 

que los compuestos bioactivos de pepinos de mar podrían utilizarse como 

terapias complementarias en contra de patologías como el cáncer y diabetes. 

 

2.8.2. Retos en la investigación y aplicaciones futuras 

A pesar del creciente interés en metabolitos secundarios provenientes de 

fuentes naturales, en específico de especies marinas no exploradas a 

profundidad como Isostichopus fuscus, una gran parte de las evidencias 

disponibles sobre biodiversidad marina se basan en estudios in vitro e in vivo, 

mientras que hay ausencia de ensayos en los humanos lo que limita su 

aplicación en el ámbito terapéutico.  

 

La estandarización de las etapas desde la extracción hasta la caracterización 

química se convierte en uno de los retos principales. Esta fase debe 

complementarse con evaluaciones de citotoxicidad sistemática, además de 

estudios de mecanismos de acción y la biodisponibilidad del recurso o 

síntesis química, en especial teniendo el objetivo de desarrollar fármacos 

complementarios. 

 

Por otro lado, se tiene la regulación de esta especie en el Ecuador, limitando 

su acceso por lo que se debería potenciar programas de cultivos sostenibles 

de la misma. 
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CAPÍTULO 3 

 

3. METODOLOGÍA 

El presente capítulo describe la metodología empleada para el desarrollo de 

la investigación, la cual es del tipo aplicada y experimental, con un eje central 

de la obtención de conocimiento con potencial aplicación terapéutica. A 

continuación, se detalla el tipo y diseño del estudio, variables consideradas, 

los procedimientos experimentales y las técnicas utilizadas para la 

recolección y análisis de los datos, lo que permitió evaluar la bioactividad de 

las fracciones obtenidas de Isostichopus fuscus.  

 

3.1. Enfoque de la investigación 

3.1.1. Tipo de investigación 

Este estudio es de tipo aplicado, debido a que busca la generación de nuevo 

conocimiento con potencial aplicación en el desarrollo de nuevas alternativas 

terapéuticas a partir de compuestos de fuentes marinas. Así mismo, se 

encuentra dentro del marco experimental puesto que se manipulan 

variables independientes, como el tratamiento de extracción y polaridad de 

las fracciones obtenidas de acuerdo con la proporción de solventes 

empleada, bajo condiciones controladas, como el tiempo y temperatura de 

los tratamientos, para evaluar el efecto sobre variables biológicas según el 

modelo de ensayo.   

 

3.1.2. Diseño de investigación 

El diseño de la investigación es experimental, ya que se aplicaron dos tipos 

de tratamientos de extracción y cuatro tipos de fraccionamiento a la biomasa 

de I. fuscus con el objetivo de evaluar su efecto sobre la bioactividad y 

modulación de la angiogénesis. Este diseño se fundamenta en la necesidad 

de establecer relaciones entre la composición química de las fracciones 

obtenidas y la bioactividad.  
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3.2. Metodología 

3.2.1. Variables 

Se consideran variables independientes y dependientes, en base al diseño 

experimental y los tres modelos biológicos empleados, bajo condiciones 

controladas de laboratorio. 

 

3.2.1.1. Variables independientes 

Las fracciones I. fuscus fueron obtenidas a partir de condiciones 

experimentales que incluyen el tipo de muestra (base húmeda o seca por 

liofilización), el tipo de tratamiento (maceración y/o ultrasonido) y el sistema 

de extracción empleando solventes de polaridad decreciente 

correspondientes a: metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 

5:5 y metanol:cloroformo 3:7.  

 

3.2.1.2. Variables dependientes 

Estas variables corresponden a la respuesta biológica generadas por las 

fracciones evaluadas: 

• En el modelo vegetal Allium cepa se evaluó el crecimiento radicular 

que es la medición de la longitud de las raicillas y la actividad mitótica 

mediante el conteo de células en la mitosis, comparado con un 

control negativo de agua destilada. 

• En los ensayos en líneas celulares cancerígenas se midió el 

porcentaje de viabilidad, obtenido a partir de ensayos en líneas 

celulares de cervicouterino (HeLa), próstata (PC-3), colon (RKO) y 

mama (T47-D), comparado cada tratamiento frente a un control 

positivo de Doxorubicina.  

• En el modelo de membrana corioalantoidea (CAM) se registraron los 

cambios cualitativos de la angiogénesis, a partir de la presencia o 

ausencia de modificaciones vasculares, así como mayor o menor 

cercanía al área de exposición, en comparación a un control 

negativo de solución salida tamponada con fosfato (PBS). 
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3.2.2. Diseño experimental  

Con el fin de evaluar rigurosamente el potencial bioactivo de las fracciones 

obtenidas de Isostichopus fuscus, se estableció un diseño experimental que 

integra procedimientos químicos y biológicos bajo un mismo marco 

metodológico. Este diseño permite seguir un flujo secuencial (desde la 

obtención del material y su fraccionamiento, hasta su evaluación en modelos 

celulares, vegetales y embrionarios) asegurando que cada etapa aporte 

información clave para interpretar la actividad moduladora de la 

angiogénesis. A continuación, se describen las fases del diseño y los 

métodos empleados. 

3.2.2.1. Obtención de extractos y fracciones 

Se desarrollaron tres diseños experimentales, combinando tipo de biomasa 

(base húmeda o seca por liofilización) y tratamiento de extracción 

(maceración y/o ultrasonido). Cada diseño se sometió a proceso de 

fraccionamiento secuencial mediante polaridad decreciente, basado en 

principios de partición líquido-líquido. Generando 12 fracciones finales, las 

cuales se concentraron por rotaevaporación a una temperatura ≤35°C para 

preservar la estabilidad de los compuestos bioactivos. 

 

3.2.2.2. Técnicas de caracterización fitoquímica 

Las fracciones obtenidas fueron sometidas a una caracterización 

fitoquímica preliminar mediante ensayos cualitativos estándar, con el fin de 

identificar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes: 

• Alcaloides: Dragendorff, Mayer, Wagner, Hager. 

• Fenoles: NaOH–ácido, FeCl₃, prueba de Ixora. 

• Terpenoides: Salkowski. 

• Saponinas: prueba de espuma. 

• Esteroides: Liebermann–Burchard. 

• Glucósidos: Keller–Kilani y método NaOH/amonio. 

 

3.2.2.3.  Evaluación de la actividad antioxidante (DPPH) 

La capacidad antioxidante de las fracciones se determinó mediante el 

ensayo de captura del radical libre DPPH. Las lecturas se realizaron a 517 
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nm y los resultados se expresaron como porcentaje de inhibición del radical 

(% Radical Scavenging) y equivalentes de Trolox (µM). 

 

3.2.2.4. Evaluación biológica 

La bioactividad de las fracciones se evaluó mediante tres modelos 

complementarios: 

• Modelo vegetal Allium cepa: Determinación del crecimiento radicular 

(día 0 al día 3) y determinación de genotoxicidad mediante fijación, 

hidrólisis, tinción con orceína y microscopía. 

• Ensayos in vitro en líneas celulares: Se evaluó viabilidad a 200 µg/mL 

sobre líneas HeLa, PC 3, RKO y T47 D mediante MTT, comparadas con un 

control positivo de doxorrubicina (1.5 µM). 

• Modelo CAM (in ovo): Se emplearon huevos fertilizados, verificando 

la viabilidad embrionaria y aplicando fracciones a 50 ppm sobre venas 

secundarias. Se registró angiogénesis a 24 y 48 h posteriores a la 

aplicación de forma cualitativa a nivel macroscópico. 

 

3.2.2.5. Análisis químico por técnicas analíticas instrumentales 

El análisis de las fracciones bioactivas se realizó mediante cromatografía 

líquida de ultra alta eficiencia (UHPLC), utilizando una columna C18 a 280, 

307 y 367 nm. La identificación de compuestos se ejecutó por la 

comparación con los tiempos de retención y cromatogramas de los 

estándares fenólicos comerciales, que incluyen ácido gálico, catequina, 

ácido clorogénico, ácido sinríngico, epicatequina, p-cumárico, rutina, 

resveratrol, quercetina, naringenina y kaempferol. 

 

3.2.2.6. Estadística 

Se aplicarán análisis estadísticos de ANOVA y Tukey para Allium cepa, 

media para DPPH y líneas celulares, y análisis descriptivo para CAM. 
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3.2.3. Recolección de datos 

3.2.3.1.  Métodos y técnicas 

La obtención de datos se llevó a cabo mediante los siguientes modelos 

experimentales, desarrollado en distintos periodos de tiempo de acuerdo con 

la naturaleza de cada ensayo: 

 

3.2.3.1.1. Extracción y fraccionamiento 

Se desarrollaron tres diseños experimentales considerando dos tipos de 

biomasa de I. fuscus: biomasa húmeda, con un porcentaje de humedad de 

92,43 %, y biomasa seca-liofilizada, con un contenido de humedad 

aproximado del 2 %. A partir de estos materiales, se aplicaron los siguientes 

tratamientos de extracción: (1) biomasa húmeda sometida a maceración, (2) 

biomasa húmeda con tratamiento por ultrasonido y (3) biomasa liofilizada 

sometida a un tratamiento de ultrasonido y maceración. 

 

Con el objetivo de obtener metabolitos según su afinidad química, se realizó 

un fraccionamiento secuencial mediante un gradiente decreciente de 

polaridad, empleando sistemas de solventes en las siguientes proporciones: 

metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 5:5, 

metanol:cloroformo 3:7 y cloroformo. No obstante, la fracción obtenida 

únicamente con cloroformo fue descartada debido a la baja cantidad de 

material recuperado, lo que impedía su utilización en los ensayos 

posteriores. 

 

Posteriormente, las fracciones obtenidas fueron filtradas y concentradas 

mediante rotoevaporación, empleando presión reducida y una temperatura 

máxima de 35 °C, con el fin de preservar la estabilidad de los compuestos 

bioactivos. Todos los procesos de fraccionamiento se realizaron por 

duplicado, con el objetivo de optimizar la cantidad de fracción obtenida. 

Como resultado final, se obtuvieron doce fracciones, las cuales fueron 

utilizadas en las evaluaciones biológicas posteriores. 
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Tabla 3. 1 Extractos resultantes de los 3 diseños experimentales en muestras de Isostichopus 
fuscus 

Biomasa Tratamiento Disolventes Extracto 

Húmeda 

Maceración 

Metanol 1.1 M 

M:C 7:3 1.2 M:C 

M:C 5:5 1.3 M:C 

M:C 3:7 1.4 M:C 

Ultrasonido 

Metanol 2.1 M 

M:C 7:3 2.2 M:C 

M:C 5:5 2.3 M:C 

M:C 3:7 2.4 M:C 

Liofilizada 
Maceración + 

Ultrasonido 

Metanol 3.1 M 

M:C 7:3 3.2 M:C 

M:C 5:5 3.3 M:C 

M:C 3:7 3.4 M:C 

3.2.3.1.2. Caracterización fitoquímica 

La caracterización fitoquímica se realizó con el objetivo de identificar de 

manera cualitativa los principales grupos de metabolitos secundarios 

presentes en los extractos de I. fuscus. El análisis se llevó a cabo mediante 

pruebas colorimétricas y de precipitación, empleando reactivos específicos 

para tipo de ensayo. Se empleó 40μL de solución 100ppm por cada una de 

las fracciones de pepino de mar obtenidas. 

 

Cada ensayo se realizó por duplicado en tubos de ensayo con el fin de 

corroborar la reproducibilidad de las observaciones y los resultados se 

registraron de manera cualitativa, clasificándose como positivo (+) o negativo 

(-) de acuerdo con los criterios de cada ensayo. 

 

Alcaloides 

Método Dragendorff 

Se colocó 1.5ml HCl al 1% y 3 gotas del reactivo de Dragendorff. La 

presencia de un precipitado de color rojo anaranjado está asociado a la 

presencia de alcaloides. 
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Método Mayer 

Se agregó 1.5ml de etanol y 3 gotas del reactivo de Mayer. La presencia de 

un precipitado crema es un resultado positivo a alcaloides. 

 

Método Wagner 

Se colocó 2 gotas del reactivo de Wagner. La presencia de un precipitado 

marrón rojizo o un cambio de color en la interfase es un resultado positivo. 

 

Método Hager 

Se colocó 2 gotas del reactivo de Hager. Un precipitado o coloración amarilla 

es positivo a alcaloides. 

 

Fenoles 

Prueba NaOH-ácido 

Se agregó 1.5mL de etanol y 3 gotas de solución de NaOH al 10%. La 

coloración amarilla o anaranjada indicó la presencia de flavonoides. Se 

realizó una confirmación con 5 gotas de ácido clorhídrico 1% hasta que el 

pH vuelvió a ser neutro entre 6-7, la desaparición del color confirmó la 

presencia de flavonoides. 

 

Test de FeCl3 

Se agregó 1 mL de FeCl3 al 5% a la solución de pepino de mar. Un color 

verde oscuro, negro o azul sugirió la presencia de compuestos fenólicos. 

 

Prueba de Ixora 

Se añadió 2 gotas del extracto de Ixora al tubo de ensayo. El cambio de color 

a amarillo, anaranjado o rojo indicó un resultado positivo. 

 

Terpenoides 

Salkowski 
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Se colocó 0.5mL de cloroformo a la muestra y agregar cuidadosamente 

0.5mL de ácido sulfúrico concentrado. El color marrón-rojizo en la interfase 

indicó la presencia de terpenoides. 

 

Saponinas 

Prueba de la espuma 

Se añadió 1.5mL de agua destilada y agitar vigorosamente durante 3 

minutos. Si al calentarse en baño maría, aún persiste la espuma entonces 

es un positivo a la presencia de saponinas. 

 

Esteroides 

Método de Liebermann-Burchard 

Se añadió 0.5mL de ácido acético a la muestra, se enfrió la solución en baño 

de hielo y se agregó cuidadosamente 0.5mL de ácido sulfúrico concentrado. 

El desarrollo y cambio de un color violeta a azul o verde azulado estaba 

asociado la presencia de un anillo esteroideo. 

 

Glucósidos antraquinónicos 

Método con hidróxido de sodio y amonio 

Se empleó 0.4mL de hidróxido de sodio 5% y 0.4mL de amoniaco 2%. La 

coloración rojiza es un positivo y un verde negativo. 

 

Glucósidos cardiotónicos 

Método de Keller-Kilani 

Se añadió 0.5mL del reactivo Keller-Kilani a cada fracción. Un anillo marrón 

o rojizo indicaba positivo 

 

3.2.3.1.3. Ensayo de DPPH 

La actividad antioxidante de las fracciones de I. fuscus se evaluaron 

mediante el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH), en 

base a la capacidad de los compuestos antioxidantes para reducir el radical 

estable DPPH a 517nm.  
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Las fracciones de pepino de mar se prepararon a una concentración final 

de 100ppm en solución metanólica. Posteriormente se sometieron a 

ultrasonido por un tiempo de 10 min, seguidas de centrifugación por 5 

minutos a 5000rpm y se recuperó el sobrenadante que sería empleado para 

el ensayo antioxidante. 

Se empleó Trolox como estándar antioxidante de referencia. Para esto se 

preparó una solución madre Trolox a 1000µM en metanol, a partir de la cual 

se obtuvieron soluciones estándar con concentraciones comprendidas 

entre 5 y 300 µM, utilizando el mismo solvente. Estas soluciones se 

emplearon para la construcción de la curva de calibración de 14 puntos, 

adicionalmente del blanco y el control. 

La solución madre se preparó a partir de 1.537mg en 25mL de metanol para 

obtener una concentración de 156 µM a partir de su peso molecular de 

394.32g/mol, solución que se empleará como el agente oxidante en el 

ensayo. 

Para el montaje del ensayo en microplacas por cuatriplicado, que tendrá un 

volumen final por pocillo de 200uL, se tomó en cuenta el blanco que estuvo 

compuesto de 200uL de metanol, un control de 50uL que correspondía a la 

mezcla de los solventes usados junto a 150uL de DPPH y finalmente las 

50uL de las muestras con 150uL de DPPH. Tener en consideración que el 

DPPH se colocó al final puestos que todos debieron cumplir con un tiempo 

de incubación de 30 min en oscuridad. Para la correcta obtención de los 

resultados del ensayo antioxidante DPPH, las mediciones de absorbancia 

se realizaron a 517 nm utilizando un lector de microplacas, generando los 

valores iniciales en unidades de absorbancia (ABS). 

 

Cada muestra, estándar, blanco y control fueron analizados por 

cuatriplicado. A partir de los cuatro valores de absorbancia obtenidos, se 

seleccionaron tres valores de absorbancia que presentaron la menor 

desviación estándar, con el fin de eliminar valores aberrantes. Para esto, 

se calculó la absorbancia promedio y su correspondiente desviación 

estándar. Así mismo, se analizó la curva de calibración construida con el 

estándar Trolox, evaluando la linealidad de los puntos. En este proceso, se 
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eliminaron puntos aberrantes con el objetivo de obtener un coeficiente de 

determinación (R²) mayor a 0.993, garantizando la confiabilidad en la curva 

de calibración. 

 

A partir de la absorbancia promedio obtenida para cada muestra, los 

valores fueron convertidos tanto a concentración equivalente de Trolox (µM 

Trolox), mediante interpolación en la curva de calibración, como al 

porcentaje de captura del radical DPPH (% Radical Scavenging), a partir 

del promedio en absorbancia de la muestra comparado con el promedio del 

control. Este procedimiento permitió estandarizar el tratamiento de los 

datos y asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos para la 

evaluación de la actividad antioxidante de los extractos de I. fuscus. 

 

3.2.3.1.4. Modelo Allium cepa 

 

Este modelo se empleó para evaluar el efecto de las fracciones sobre el 

crecimiento y la proliferación celular vegetal. El desarrollo experimental del 

modelo Allium cepa se realizó durante los meses de septiembre a octubre. 

Los modelos Allium cepa se dejaron reposar inicialmente sobre agua de la 

llave durante 3 días para promover su crecimiento natural hasta que las 

raicillas obtengan una longitud mayor a 1cm para iniciar con el ensayo. Las 

soluciones de tratamiento se prepararon a una concentración final de 

50ppm, utilizando agua destilada como solvente. Para cada tratamiento se 

colocaron 50mL de solución a 50ppm en tubos falcon. En total se evaluaron 

doce extractos y un blanco que contenía agua destilada, en los cuales cada 

Allium cepa, representaba un sistema experimental. 

 

Se rotularon 5 a 6 raicillas por cada modelo Allium cepa y se registró la 

longitud inicial de las raicillas en el día 0 y la longitud final en el día 3 con la 

finalidad de medir el crecimiento radicular basándose en la diferencia de 

crecimiento entre dicho intervalo de tiempo. Para el análisis estadístico, se 

seleccionaron los 3 valores de crecimiento radicular por sistema 
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experimental que presentaban la menor desviación estándar, garantizando 

mayor consistencia en los resultados. 

 

La presencia de genotoxicidad se evaluó al tercer día, posterior a la 

medición del crecimiento radicular. Para esto, se cortó 1 cm del extremo 

terminal de las raicillas rotuladas y se sometieron a un proceso de fijación 

en una solución ácido acético:etanol 1:3 por 10 minutos. Posteriormente las 

muestras fueron lavadas con agua destilada en un intervalo de tiempo de 1 

min por lavado. Después del lavado, las muestras se sometieron a hidrólisis 

ácida empleando HCl 5N por 20 min. Así mismo, se lavaron las muestras. 

Una vez observada la translucidez del tejido, se secaron las muestras y se 

cortaron 2mm del extremo terminal, los cuales se tiñeron con orceína por 

10 min y se secaron para remover el exceso. Se colocaron las muestras en 

el sistema portaobjetos y cubreobjetos y se dispersaron con la ayuda de un 

borrador-goma con golpes suaves. Finalmente se llevaron las muestras al 

microscopio y se capturaron las imágenes para el conteo de células en 

mitosis y células totales.  

 

3.2.3.1.5. Ensayo In vitro en células cancerígenas 

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron en colaboración con la 

Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL), empleando líneas celulares 

humanas de cáncer cervicouterino (HeLa), próstata (PC-3), colon (RKO) y 

mama (T47-D). La evaluación tuvo el objetivo de determinar el efecto de 

las fracciones obtenidas de I. fuscus sobre la viabilidad celular, que se 

expresó como porcentaje con respecto al control de Doxorrubicina. 

 

Las cuatro líneas celulares fueron tratadas con las fracciones a una 

concentración final de 200 µg/mL, seleccionada para comparar los 

tratamientos de extracción y fraccionamiento. Se analizaron diez extractos 

correspondientes a las fracciones: metanol, metanol:cloroformo 7:3 y 

metanol:cloroformo 5:5 a partir de la biomasa húmeda con tratamiento de 

maceración; metanol, metanol:cloroformo 7:3 y metanol:cloroformo 5:5 a 

partir de la biomasa húmeda con tratamiento de ultrasonido; y finalmente 
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metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 5:5 y 

metanol:cloroformo 3:7 a partir de la biomasa seca liofilizada con 

tratamiento de maceración y ultrasonido. Como control positivo se utilizó 

doxorrubicina a 1.5 µM, con el fin de validar la respuesta biológica del 

ensayo frente a un agente antineoplásico de referencia.  

 

Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular 

respecto al control de Doxorrubicina. Esta técnica permitió una evaluación 

cuantitativa de la respuesta celular y fue utilizada como criterio para la 

selección de las fracciones más bioactivas para el siguiente ensayo. 

 

3.2.3.1.6. Modelo de membrana corioalantoidea 

El modelo de membrana corioalantoidea se desarrolló empleando huevos 

fertilizados (criollos) bajo condiciones controladas con el objetivo de evaluar 

cualitativamente el efecto angiogénico de las fracciones bioactivas 

obtenidas de I. fuscus. Los huevos fueron incubados a una temperatura 

constante de 37.5°C durante ocho días, con la punta ancha del huevo hacia 

arriba (posición del saco respiratorio) y la punta pronunciada hacia abajo, 

sumado de movimiento constante sin volteo puesto que la punta ancha 

siempre debe mirar hacia arriba. En el día 8 de incubación, se debe verificar 

la viabilidad del embrión empleando un ovoscopio para identificar la 

presencia de vascularización e iniciar la preparación del modelo CAM in 

ovo.  

Todas las manipulaciones se realizaron a temperatura ambiente para evitar 

un choque térmico y se utilizaron utensilios esterilizados. Sin voltear el 

huevo, se colocó povidona yodada para desinfectarlo cuidadosamente y se 

dejó secar por completo. Posteriormente se realizó una perforación en la 

punta inferior del huevo y con la ayuda de una jeringa sin aguja se extrajo 

cuidadosamente 1mL de albúmina, con el fin de reposicionar al embrión a 

la parte central del huevo. El orifico fue sellado utilizando Parafilm y cinta 

adhesiva. A continuación, se hizo un orificio en la parte superior (punta 

ancha), evitando tener contacto directo con la membrana que protege al 

sistema de vascularización. La superficie expuesta fue irrigada con solución 
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salina tamponada con fosfato (PBS) para facilitar la visualización de los 

vasos sanguíneos, identificando tanto las venas más prominentes como las 

de menor grosor. En la zona donde se localizaron vasos finos, se realizó 

un corte minúsculo y con la ayuda de pinzas se retiró cuidadosamente la 

membrana protectora del sistema vascular. Finalmente, la ventana fue 

cubierta con Parafilm y el huevo se reincubó durante 24 horas adicionales, 

con el objetivo de verificar que el embrión se encontrara en condiciones 

óptimas previo a la aplicación de los tratamientos. 

 

En el día 9 de incubación, se confirmó la viabilidad del embrión mediante la 

observación de movimiento y/o latidos. Para los ensayos se prepararon 

soluciones a una concentración de 50 ppm en solución PBS, utilizando las 

fracciones más bioactivas de Isostichopus fuscus, seleccionadas con base 

en los resultados obtenidos en los ensayos in vitro de citotoxicidad y en el 

modelo Allium cepa. Se trabajaron con las fracciones obtenidas a partir del 

sistema metanol:cloroformo 5:5, debido a su bioactividad y compatibilidad 

con el modelo CAM. 

 

El diseño experimental se conformó por doce embriones, de los cuales: 

cuatro embriones fueron tratados con PBS como control negativo, cuatro 

embriones tratados con la fracción metanol:cloroformo 5:5 obtenida a partir 

de biomasa liofilizada con tratamiento de maceración y ultrasonido, y cuatro 

embriones tratados con la fracción metanol:cloroformo 5:5 obtenida a partir 

de biomasa húmeda mediante maceración. Las fracciones 

metanol:cloroformo 3:7 no fueron evaluadas, ya que requieren el uso de 

DMSO al 1 % para su disolución, solvente no compatible con embriones de 

ave debido a su alta sensibilidad. 

 

Para la aplicación del tratamiento, se colocaron 5 μL de la solución a 50 

ppm sobre un disco soporte, el cual fue dispuesto cuidadosamente sobre 

una vena secundaria prominente del embrión. Tras la aplicación, los huevos 

se reincubaron durante 24 horas, tiempo después del cual se verificó 

nuevamente la viabilidad del embrión.  
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 La angiogénesis se evaluó de forma cualitativa, registrando la presencia o 

ausencia de modificaciones vasculares con respecto al día 0 del 

tratamiento y al control negativo, también se registraron los cambios en la 

densidad y cercanía de los vasos sanguíneos al área de exposición. Este 

modelo se justificó por su capacidad para evaluar procesos angiogénicos 

en un sistema altamente vascularizado y sensible. 

 

3.2.3.1.7. Identificación de compuestos fenólicos 

mediante UHPLC 

 Las fracciones secas bioactivas se diluyeron hasta una concentración final 

de 200 ppm, se filtraron a través de membranas de 0.22 µm y se 

transfirieron a viales adecuados para su análisis cromatográfico. Las 

muestras se analizaron por triplicado mediante UHPLC en modo gradiente, 

utilizando una columna C18 Waters (2.1 × 100 mm, 1.7 µm de diámetro de 

partícula). La identificación y caracterización de compuestos polifenólicos 

se realizó mediante la comparación de los tiempos de retención y espectros 

UV con estándares de referencia comerciales, que permitieron la obtención 

de una curva de calibración con un R2 mayor a 0.99. La detección se llevó 

a cabo mediante un detector UV-Vis empleando los canales de 280 nm, 

307 nm y 367 nm, seleccionados de acuerdo con los máximos de absorción 

característicos de los polifenoles analizados. Los estándares utilizados 

incluyeron ácido gálico, catequina, ácido clorogénico, ácido siríngico, 

epicatequina, ácido p-cumárico, rutina, resveratrol, quercetina, naringenina 

y kaempferol. 

 

3.2.3.2.  Recursos 

3.2.3.2.1. Equipos 

• Balanza analítica Sartorius  

• Balanza Mettler PE 2000 

• Balanza Mettler Toledo AB204 

• Estufa Barnstead 
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• Vortex Genie Scientific Industries 

• Baño ultrasonido Fisher Scientific 

• Rotoevaporador IKA HB-eco 

• Liofilizador LABCONCO 

• Refrigerador/Congelador General Electryc GSMT2LEB 

• HPLC preparativo JASCO UV-4070 

 

3.2.3.2.2. Materiales 

• Hielo seco 

• Columna Acquity UHPLC 

C18 1.7 µm 2.1*50mm 

• Agua tipo 1 

• Agua destilada 

• Acetonitrilo, pureza ≥ 

99.9% grado HPLC. 

• Metanol, pureza ≥ 99.9% 

grado HPLC. 

• Ácido trifluoroacético 

(TFA), pureza ≥ 99.9% 

grado HPLC. 

• Dimetilsulfóxido (DMSO) 

99.9% 

• Cloroformo 99.8% grado 

reactivo 

• Ácido clorhídrico al 1% 

• Ácido sulfúrico concentrado 

• Etanol absolutos grado 

reactivo 

• Hidróxido de sodio al 10% 

• Hidróxido de sodio al 5% 

• Amoniaco al 2% 

• Solución de cloruro férrico al 

5% 

• Ácido acético glacial 

• Reactivo de Dragendorff 

• Reactivo de Mayer 

• Reactivo de Wagner 

• Reactivo de Hager 

• Reactivo de Ixora 

• Reactivo de Keller-Kilani 

• Estándar Trolox 

• Estándar DPPH 
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3.2.4. Análisis estadístico 

3.2.4.1. Caracterización fitoquímica 

Los resultados se registraron como datos cualitativos (presencia fuerte, 

moderada o negativo), por lo que se expusieron de manera descriptiva en 

tablas y no requirieron análisis estadístico inferencial. 

 

3.2.4.2. Ensayo antioxidante DPPH 

Los datos del ensayo DPPH se obtuvieron como absorbancia a 517 nm y 

se procesaron para calcular: (1) concentración equivalente de Trolox (µM 

Trolox) mediante interpolación en la curva de calibración, y (2) % Radical 

Scavenging en comparación con el control. Cada condición se midió por 

cuatriplicado, y para el procesamiento final se seleccionaron tres réplicas 

con menor desviación estándar, reportándose los resultados como media ± 

DS. 

 

3.2.4.3. Modelo vegetal Allium cepa 

Para el análisis del crecimiento radicular, inicialmente se registraron 5–6 

raicillas por cada modelo de Allium cepa que representaba un tratamiento 

y el blanco; sin embargo, para minimizar el efecto de valores aberrantes, 

se seleccionaron tres valores de crecimiento radicular por tratamiento, en 

base a los que presentaron la menor desviación estándar. Con estos 

valores, se compararon los tratamientos frente al control negativo (agua 

destilada). 

Cuando se evaluaron las diferencias entre tratamientos se aplicó ANOVA 

de una vía (factor: tipo de fracción), y en los casos donde el ANOVA indicó 

diferencias significativas, se empleó la prueba post hoc de Tukey para 

comparaciones múltiples entre pares de tratamientos.  
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3.2.4.4. Ensayos in vitro en líneas celulares 

cancerígenas 

Los ensayos se expresaron en porcentaje de viabilidad celular, comparado 

con el control positivo de Doxorubicina, y se reportaron como media ± DS. 

Se compararon las respuestas de las cuatro líneas celulares: HeLa, PC-3, 

RKO y T47-D, entre las fracciones evaluadas.  

Este ensayo fue desarrollado por la Universidad Técnica Particular de Loja 

(UTPL). 

 

3.2.4.5. Modelo CAM 

Debido a que la evaluación en el modelo CAM se basó en observaciones 

cualitativas como la presencia o ausencia de modificaciones vasculares, 

así como de la cercanía relativa de vasos en el área de exposición, no se 

aplicaron pruebas inferenciales paramétricas. Los resultados se analizaron 

de manera descriptiva, comparando los grupos experimentales frente al 

control negativo (PBS), y registrando las observaciones a las 48H de 

tratamiento en comparación al tiempo inicial. 
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CAPÍTULO 4 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Obtención de las fracciones por polaridad. 

Con el fin de comparar el efecto del estado de la biomasa y del tratamiento 

de extracción sobre el rendimiento, se fraccionó I. fuscus con metanol y con 

mezclas metanol:cloroformo (M:C) en distintas proporciones, a partir de 

biomasa húmeda (maceración; ultrasonido) y biomasa seca (maceración + 

ultrasonido). A continuación, se resumen los rendimientos obtenidos y los 

patrones por polaridad observados. 

 

Se empleó un peso inicial de biomasa húmeda de 750g para el tratamiento 

por maceración y la misma cantidad de biomasa para el tratamiento de 

ultrasonido. La biomasa húmeda presentó un alto contenido de humedad 

(92.4%), lo que correspondía a un peso corregido de 56.775 g para cada 

tratamiento, mientras que la biomasa seca mediante liofilización (55.8g) 

poseía un contenido de humedad bajo (2%) con un valor inicial corregido de 

54.684g. El fraccionamiento por polaridad se llevó a cabo empleando 

metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 5:5 y 

metanol:cloroformo 3:7.   

 

El metanol tuvo un mayor rendimiento de forma general en todos los 

fraccionamientos, el cual extrae metabolitos polares. Los rendimientos 

fueron 31.45%, 28.54 y 27.58% para las fracciones metanólicas de biomasa 

húmeda con tratamiento maceración (fracción 1.1), biomasa húmeda con 

tratamiento ultrasonido (fracción 2.1) y biomasa seca con tratamiento 

combinado (fracción 3.1) respectivamente. Estos valores al encontrarse 

cercanos, en comparación a los demás resultados obtenidos, sugieren que 

ni el tipo de biomasa o el tratamiento poseen un efecto significativo sobre el 

rendimiento general de la obtención de la fracción metanólica como se puede 

evidenciar en los siguientes casos.  
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Por otro lado, las fracciones obtenidas mediante diferentes proporciones de 

M:C exhibieron un comportamiento diferente. En biomasa húmeda, los 

rendimientos oscilaron entre 0.23% y 5.56%, siendo la proporción M:C 7:3 

con tratamiento por ultrasonido (fracción 2.2) la que mostró el mayor 

rendimiento. En la biomasa seca se obtuvo el mayor rendimiento con 

respecto a la proporción M:C 7:3 (fracción 3.2) lo que sugiere que el efecto 

de liofilización, donde se trabaja con presión reducida, sumado al ultrasonido 

facilitó la ruptura de las estructuras de la matriz y la liberación de compuestos 

intermediamente polares, evidenciado en un rendimiento de 20.32%.  

 

De forma general se obtuvo mayor cantidad de masa en las fracciones 

intermedias M:C 5:5 y 3:7 cuando se empleó biomasa liofilizada y la 

combinación de tratamientos, en comparación con la biomasa húmeda. En 

conjunto se puede observar que el solvente empleado en el fraccionamiento 

es el principal factor que determinó el rendimiento. 

 

 
Tabla 4. 1 Rendimientos obtenidos a partir del diseño experimental de Isostichopus fuscus. 

Biomasa 
Peso 
inicial 

(g) 

Peso 
inicial 

corregido 
(g) 

Tratamiento Solventes 
Peso de 

fracciones 
(g) 

Rendimiento 
(%) 

Húmeda 

750 56.775 Maceración 

M 17.8574 31.45% 

M:C 7:3 1.4134 2.49% 

M:C 5:5 1.2821 2.26% 

M:C 3:7 0.1703 0.30% 

750 56.775 Ultrasonido 

M 16.2020 28.54% 

M:C 7:3 3.1591 5.56% 

M:C 5:5 0.8946 1.58% 

M:C 3:7 0.1325 0.23% 

Seca 55.8 54.684 
Maceración 

+ 
Ultrasonido 

M 15.0815 27.58% 

M:C 7:3 11.1097 20.32% 

M:C 5:5 1.3671 2.50% 

M:C 3:7 0.5914 1.08% 
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En el fraccionamiento, el metanol mostró los mayores rendimientos, con 

valores de 27.58% a 31.45%, en los tres diseños experimentales. Las demás 

proporciones de solventes obtuvieron rendimientos en descenso 

correspondientes a 20.32% a 2.49% para M:C 3:7, 1.58 a 2.50% para M:C 

5:5 y finalmente 1.08% a 0.23% para la M:C 3:7. Ghaffar & Perveen (2025) 

demostraron que la elección de solventes influencia significativamente 

(p < 0.05) tanto en el rendimiento como en el contenido fenólico y 

propiedades antioxidantes, los autores concluyeron que el agua y el metanol 

(solventes polares) son los más efectivos para alcanzar altas tasas de 

rendimiento en masa. Este comportamiento concuerda con lo reportado en 

la revisión bibliográfica de Lee et al. (2024), quienes indican que el metanol 

presenta mayor fuerza solvente y un rango de solubilidad más amplio en 

comparación a otros solventes, incluso del mismo rango de polaridad como 

etanol y agua. Spigno et al. (2007) indican que la elevada capacidad del 

metanol para formar enlaces de hidrógeno tanto como donador como 

receptor, favorece la obtención de compuestos polares y semipolares como 

flavonoides, terpenoides, compuestos fenólicos y vitaminas. 

 

En revisiones generales de pepinos de mar, se describe que la matriz 

(cuerpo, intestinos o gónadas) contiene distintas clases de metabolitos y 

macromoléculas complejas que son extractables según el tipo de solventes 

empleados, lo cual influye en el rendimiento del extracto y en la bioactividad. 

Bordbar et al. (2011) mencionan, a partir de su revisión, que estas especies 

poseen metabolitos altamente polares, extraídos con agua, metanol o buffer 

acuoso, como aminoácidos, péptidos, polisacáridos sulfatados y proteínas 

estructurales. Asimismo, describen la presencia de metabolitos polares a 

semipolares, implementando sistemas de metanol y etanol, tales como 

compuestos fenólicos, flavonoides, saponinas y triterpenos. Finalmente se 

reportan metabolitos semipolares a apolares, combinación de solventes 

menos polares, como lípidos, esteroles y glicoesfingolipídicos.  
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Estos antecedentes respaldan que el sistema de solventes determina el tipo 

y la diversidad de metabolitos recuperados, de modo que solventes de alta 

polaridad como el metanol, promueva la obtención de altos rendimientos 

totales debido a su amplio rango más que la selectividad de un grupo 

metabólico en específico. Mientras que con respecto a las mezclas M:C que 

obtuvieron rendimientos menores y más variables en biomasa húmeda, pero 

aumentaron de forma marca en biomasa seca a partir del tratamiento 

combinado, se puede analizar desde el estado de la biomasa (húmeda o 

seca) y el tratamiento implementado. Nowak & Jakubczyk (2020) mencionan 

que la liofilización remueve el agua de la matriz y la vuelve más porosa, lo 

que facilita la penetración del solvente y a su vez la liberación de compuestos 

que se puedan encontrar retenidos. Este punto explicaría el aumento de los 

rendimientos másicos entre los dos estados de la biomasa. (Kadam et al., 

2015) indican que el ultrasonido puede mejorar la extracción al promover la 

ruptura de la matriz, mejorando la transferencia de masa, el ultrasonido se 

ha reportado como un mecanismo para aumentar rendimientos de 

compuestos bioactivos en matrices marinas. 

 

El solvente es el factor dominante en donde el metanol recuperó mayor 

cantidad de masa, mientras que la liofilización sumada a un tratamiento 

combinado, pero con mayor énfasis en ultrasonido, favoreció la recuperación 

de mayor porcentaje de fracciones intermedias. 
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4.2 Caracterización las fracciones  

Los resultados de la caracterización fitoquímica de las fracciones obtenidas 

a partir de la biomasa húmeda, bajo los tratamientos de maceración (Mace) 

y ultrasonido (Ultra), evidenciaron un perfil fitoquímico similar entre ambos 

tratamientos (Tabla 4.2). En ninguna de las fracciones analizadas, 

independientemente de su polaridad, se detectó la presencia de alcaloides, 

puesto que todas las pruebas realizadas (Dragendorff, Mayer, Wagner y 

Hager) mostraron resultados negativos. De igual manera, no se evidenció la 

presencia de esteroides, glucósidos antraquinónicos ni glucósidos 

cardiotónicos, lo que sugiere la ausencia de estos tipos de metabolitos 

secundarios en las fracciones provenientes de biomasa húmeda.  

 

Al comparar estos resultados con los obtenidos a partir de la biomasa seca 

(Tabla 4.3), se observa un comportamiento similar, puesto que tampoco se 

detectó la presencia de alcaloides, esteroides, glucósidos antraquinónicos ni 

glucósidos cardiotónicos en ninguna de las fracciones provenientes de este 

tercer diseño experimental. Estos resultados cualitativos indicarían que el 

tipo de biomasa, húmeda o seca, no influye en la presencia de estos grupos 

de metabolitos secundarios. 

 

Por otro lado, se exhibió una presencia fuerte de compuestos fenólicos (++) 

en todas las fracciones evaluadas, en base a los resultados cualitativos 

provenientes de las pruebas de NaOH ácido, cloruro férrico e Ixora. Dicha 

presencia persistió en los tipos de biomasa, tratamientos y en los diferentes 

grados de polaridad de las fracciones, posicionando a los fenoles como los 

metabolitos principales presentes en I. fuscus. 

 

Así mismo, los terpenoides estuvieron presentes en las fracciones obtenidas 

de forma moderada (+), observándose una mayor intensidad (++) en la 

proporción de solventes M:C 5:5 para ambos tipos de biomasa y 

tratamientos. Este comportamiento fue consistente en ambos tipos de 

biomasa, lo que sugiere que un sistema de extracción y fraccionamiento de 

polaridad intermedia favorece la obtención de este grupo de metabolitos. 
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En el caso especial de las saponinas mediante la prueba de la espuma, se 

observó una respuesta positiva con intensidad baja en las fracciones 

obtenidas a partir de biomasa seca, de las cuales la fracción metanólica tuvo 

mayor persistencia en la espuma, llegando a ser moderada (+). La formación 

de espuma fue limitada y de escasa estabilidad, lo que sugiere una presencia 

baja de compuestos con actividad tensioactiva en las fracciones analizadas. 

Las fracciones provenientes de biomasa húmeda presentaron una respuesta 

menos evidente e incluso ausente, como en las fracciones más apolares, 

mostrando fracciones con apariencia más cristalina. La mayor señal 

observada en la biomasa seca se puede atribuir al proceso de liofilización, el 

cual favorece la concentración y disponibilidad de compuestos anfipáticos, 

evidenciado en la textura lipídica (presencia de grasas) de la fracción 

metanólica proveniente de la biomasa seca, en comparación a la textura 

cristalina asociada a presencia de sales de las fracciones de biomasa 

húmeda. Estos resultados son consistentes con una detección cualitativa 

limitada de saponinas en las fracciones de I. fuscus y sugieren que el 

proceso de secado de la biomasa podría favorecer la concentración o 

extracción de este tipo de metabolitos secundarios. 

 

De forma general, los resultados de la caracterización fitoquímica indican 

que las fracciones de I. fuscus se encuentran dominadas principalmente por 

compuestos fenólicos, seguidos terpenoides, el cual depende de la polaridad 

y por último de saponinas de forma limitada. Los demás grupos de 

metabolitos secundarios no fueron evidenciados en los ensayos cualitativos. 

Con la finalidad de profundizar el grupo de metabolitos con mayor presencia 

en las fracciones y acorde a la disponibilidad de recursos, se realizó un 

ensayo de DPPH. 
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Tabla 4. 2 Resultados de la caracterización fitoquímica en las fracciones provenientes de biomasa húmeda con dos tratamientos distintos: maceración (Mace) y 
ultrasonido (Ultra). Donde “++” indica presencia fuerte, “+” indica presencia moderada y “–“ausencia de los compuestos. 

Compuestos Método 
M M:C 7:3 M:C 5:5 M:C 3:7 

Mace Ultra Mace Ultra Mace Ultra Mace Ultra 

Alcaloides 

Dragendorff - - - - - - - - 

Mayer - - - - - - - - 

Wagner - - - - - - - - 

Hager - - - - - - - - 

Fenoles 

NaOH ácido ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

FeCl3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Ixora ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Terpenoides Salwoski + + + + ++ ++ + + 

Saponinas 
Prueba de la 

espuma  
- - - - - - - - 

Esteroides 
Lieberman 
Burchard 

- - - - - - - - 

Glucósidos 
antraquinónicos 

NaOH y Amonio - - - - - - - - 

Glucósidos 
cardiotónicos 

Keller Kilani - - - - - - - - 
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Tabla 4. 3 Resultados de la caracterización fitoquímica en las fracciones provenientes de biomasa seca con dos tratamientos distintos. 

Compuestos Método M M:C 7:3 M:C 5:5 M:C 3:7 

Alcaloides 

Dragendorff - - - - 

Mayer - - - - 

Wagner - - - - 

Hager - - - - 

Fenoles 

NaOH ácido ++ ++ ++ ++ 

FeCl3 ++ ++ ++ ++ 

Ixora ++ ++ ++ ++ 

Terpenoides Salwoski + + ++ + 

Saponinas 
Prueba de la 

espuma  
++ + + + 

Esteroides Lieberman Burchard - - - - 

Glucósidos 
antraquinónicos 

NaOH y Amonio - - - - 

Glucósidos 
cardiotónicos 

Keller Kilani - - - - 
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Ensayo de DPPH 

La capacidad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir de I. fuscus 

fue evaluada mediante el ensayo DPPH, cuantificando la capacidad de 

captura de radicales libres y expresando los resultados como porcentaje de 

inhibición (% Radical Scavenging) y como concentración equivalente de 

Trolox (µM). Para el desarrollo del ensayo, se empleó una curva de 

calibración a partir de la implementación de Trolox como estándar, la cual 

obtuvo un coeficiente de determinación mayor a 0.99 (R2 = 0.9931), 

asegurando una adecuada linealidad y confiabilidad del método (Figura 4.1). 

 
 

 
Figura 4. 1 Curva de calibración a partir de Trolox para el desarrollo del ensayo de DPPH. 

 
 

Los resultados obtenidos en la tabla 4.4 indicaron que la capacidad 

antioxidante de las fracciones varió en función del tipo de biomasa, 

tratamiento de extracción y proporción de solventes utilizados. Las 

fracciones provenientes de biomasa húmeda exhibieron un comportamiento 

similar entre sí, sugiriendo que el tratamiento de maceración y ultrasonido no 

influye significativamente. Sin embargo, si se evidenció una marcada 

diferencia en las capacidades antioxidantes en base a la polaridad de las 

fracciones, demostrando que las fracciones de polaridad intermedia M:C 5:5 

obtuvieron el mayor porcentaje de inhibición del radical DPPH (21%), 

correspondiente a una concentración equivalente de 47,810 µM de Trolox, 

evidenciando la mayor capacidad antioxidante entre las fracciones 

evaluadas. 
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En la biomasa húmeda, las fracciones de polaridad intermedia alta M:C 7:3 

mostraron valores intermedios de actividad antioxidante, entre 13% y 14%, 

mientras que las fracciones obtenidas empleando a partir de metanol 

presentaron los valores más bajos de actividad antioxidante, con porcentajes 

de inhibición comprendidos entre 7% y 8%, independientemente del 

tratamiento de extracción empleado. Por motivos de cantidad de muestra no 

se realizó los ensayos en las fracciones menos polares como M:C 3:7 por lo 

que no fue posible evaluar su comportamiento.  

 

En el caso de las fracciones provenientes de la biomasa liofilizada, obtenidas 

mediante ultrasonido, se registró una menor capacidad antioxidante en 

comparación con la biomasa húmeda, con porcentajes que oscilaban entre 

5% y 8% con respecto a la captura de radicales libres. La fracción M:C 7:3 

presentó una respuesta ligeramente superior dentro de este grupo. Estos 

resultados sugieren que el estado físico de la biomasa y el tratamiento previo 

pueden influir en la presencia de los compuestos asociados a la actividad 

antioxidante. 

 

Los resultados concuerdan con la información obtenida a partir de la 

caracterización fitoquímica, en la cual se evidenció una marcada presencia 

de compuestos fenólicos en todas las fracciones. Estos hallazgos son 

respaldados por el ensayo DPPH, el cual indica que, a pesar de la presencia 

generalizada de compuestos fenólicos, las fracciones obtenidas con 

solventes de polaridad intermedia M:C 5:5 presentan la mayor capacidad de 

captura de radicales libres. Con base en ambos ensayos, se evidencia que 

las fracciones de polaridad intermedia provenientes de biomasa húmeda 

poseen una mayor capacidad antioxidante, así como una presencia 

significativa de terpenoides.
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Tabla 4. 4 Resultados de los ensayos de DPPH. 

Biomasa Tratamiento Proporción 
Promedio de 
absorbancia 

Concentración 
final (µM 
Trolox) 

% Radical 
Scavenning 

Húmeda 

Mace 

M 0,749 17,619 8% 

M:C 7:3 0,699 32,000 14% 

M:C 5:5 0,638 49,333 21% 

Ultra 

M 0,753 16,381 7% 

M:C 7:3 0,704 30,476 13% 

M:C 5:5 0,643 47,810 21% 

Seca Mezcla 

M 0,747 18,095 8% 

M:C 7:3 0,752 16,857 7% 

M:C 5:5 0,770 11,714 5% 

 

Perfil fitoquímico y actividad antioxidante (DPPH): análisis y contraste 

con estudios publicados. 

La caracterización fitoquímica de I. fuscus evidenció una presencia fuerte de 

fenoles (++) en todas las fracciones, independientemente del tipo de 

biomasa y del tratamiento. Este hallazgo concuerda con estudios que 

reportan que los pepinos de mar contienen una fracción fenólica relevante 

asociada a efectos antioxidantes y citoprotectoras (Ayubi et al., 2024). 

Asimismo, la presencia de terpenoides demostró dependencia de la 

polaridad del sistema de solventes, donde la presencia fuerte correspondió 

a las fracciones de polaridad intermedia (M:C 5:5), mientras que las 

saponinas fueron detectadas principalmente en la biomasa seca, con mayor 

presencia en la fracción metanólica, lo que coincide con los estudios que 

indican que los procesos de secado, como la liofilización pueden favorecer 

a la concentración y liberación de metabolitos anfipáticos en matrices 

marinas (Bordbar et al., 2011; Olivera-Castillo et al., 2020).  

 

Los pepinos de mar son reconocidos por su contenido fenólico, los cuales 

han sido asociados a una elevada capacidad antioxidante. Por ejemplo, 

Althunibat et al. (2009) compararon el potencial antioxidante, mediante el 

ensayo DPPH, entre tres especies de pepinos de mar oriundos de Malasya 

correspondientes a Holothuria leucospilota, Holothuria scabra y Stichopus
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 chloronotus. En dicho estudio, los autores evaluaron un sistema de solvente 

acuoso frente a uno orgánico, observando que los extractos acuosos 

presentaron la mayor capacidad de eliminación del radical DPPH, siendo 

S.chloronotus la especie con el valor más alto (80.58%) en comparación con 

las especies H. scabra (77.46%) y H. leucospilota (64.03%). 

 

La revisión bibliográfica realizada por Hossain, Yeo, et al. (2022) ha 

reportado que distintas partes del cuerpo de pepinos de mar, como el cuerpo, 

tentáculos, gónadas y vísceras, contienen cantidades significativas de 

compuestos fenólicos y en diferentes proporciones. Los autores mencionan 

que la distribución de compuestos fenólicos y otros metabolitos antioxidantes 

dependen de la especie, tejido y el sistema de solventes empleado, lo que 

puede generar variaciones en la fracción que exhibe mayor actividad 

antioxidante. En el caso de I. fuscus, la elevada actividad captadora de 

radicales que se observó en las fracciones de polaridad intermedia M:C 5:5 

puede estar asociada a la coexistencia de compuestos fenólicos con otros 

metabolitos de la misma polaridad que podrían contribuir de manera 

sinérgica a la actividad antioxidante.  

 

Cabe indicar que el ensayo de DPPH responde ante compuestos con 

capacidad para neutralizar radicales libres mediante la donación de 

electrones y/o átomos de hidrógeno, mecanismo que depende de la 

estructura del antioxidante (Brand-Williams et al., 1995; Prior et al., 2005). 

Los metabolitos como los compuestos fenólicos poseen una elevada 

capacidad captadora de radicales debido a la presencia de grupos hidroxilo 

y sistemas conjugados que son capaces de neutralizar los radicales libres. 

En este contexto y de forma más explícita, la mayor actividad DPPH que se 

observa en las fracciones de polaridad intermedia provenientes de biomasa 

húmeda de I.fuscus puede explicarse por la concentración por polaridad de 

metabolitos medianamente polares con capacidad donadora de electrones 

como compuesto anfipáticos, los cuales se obtienen de sistemas de 

solventes con polaridad intermedia (Abdel-Rahman et al., 2019b). En la 

revisión de Gutiérrez-del-Río et al. (2021) donde se analizan terpenoides y 
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polifenoles como antioxidantes naturales para la preservación de alimentos, 

se detalla que tanto los terpenoides como los polifenoles tienen la capacidad 

de captar radicales libres, secuestrar metales prooxidantes que aceleran la 

oxidación y disminuir la formación de productos rancios en alimentos. Estos 

artículos refuerzan la idea de que la mayor actividad observada en las 

fracciones intermedia se debe a la concentración y variedad de antioxidantes 

naturales que reaccionaron en el ensayo de DPPH. 

 

La diferencia de valores entre la biomasa húmeda y seca se puede deber 

por las diferencias reales de composición tras procesamiento como la 

liofilización, en la cual hay un descenso de presión y al efecto mecánico del 

ultrasonido. En la biomasa liofilizada se observó un aumento del rendimiento 

en ciertas fracciones, lo cual sugiere una mayor eficiencia de extracción y 

co-extracción de metabolito. Sin embargo, la actividad antioxidante medida 

en el ensayo DPPH fue menor que la observada en la biomasa húmeda. Este 

comportamiento puede explicarse en primer lugar por un efecto de dilución, 

donde el incremento de la masa extraída refleja la presencia de compuestos 

adicionales que no contribuyen significativamente a la captura del radical 

DPPH, disminuyendo la concentración antioxidante por unidad de masa, lo 

que influye más que el rendimiento másico total (Bordbar et al., 2011; 

Hossain, Dave, et al., 2022). 

 

Como segundo punto a considerar, Coşkun et al. (2024) indican que la 

liofilización puede afectar de manera variable al contenido fenólico y 

consecuentemente, a la actividad antioxidante según la matriz y las 

condiciones del proceso, mientras que, a pesar de que la extracción asistida 

por ultrasonido puede incrementar el rendimiento másico, también puede 

modificar la estabilidad de compuestos sensibles. Por ejemplo, Macura et al. 

(2019) compararon las técnicas de liofilizado y secado por aire con la 

finalidad de deshidratar zanahorias moradas. A pesar de que la liofilización 

no produjo cambios en el contenido de carotenoides y antocianinas, en 

comparación al secado por aire, si redujo el contenido de los compuestos 

fenólicos totales de las zanahorias moradas. Hu et al. (2024), concluyeron 
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que en algunos casos la liofilización puede no ser la mejor técnica para 

preservar las propiedades bioactivas en comparación al secado por 

microondas que incrementó la retención de componente bioactivos. 

 

En tercer lugar, también hay la posibilidad de que haya una coexistencia de 

múltiples metabolitos y estos generen interacciones entre sí, como efectos 

sinérgicos o antagónicos, lo que puede repercutir en los resultados en 

comparación a fracciones que contengan la misma polaridad. La presencia 

simultánea de compuestos fenólicos junto con terpenoides, saponinas y 

otros metabolitos pueden generar interacciones químicas que interfieran en 

la actividad antioxidante global. Szerlauth et al. (2023) investigaron el 

comportamiento de dos antioxidantes moleculares: galato y NADH. El galato 

se caracteriza por tener una actividad antioxidante fuerte mientras que el 

NADH una actividad moderada, pero cuando se unen en determinadas 

proporciones, generan un efecto antioxidante fuerte (sinergia) que 

simplemente la suma de ambos de forma individual. Sin embargo, 

determinadas combinaciones pueden generar efectos antagónicos. Hidalgo 

et al. (2010) compararon la actividad antioxidante de flavonoides individuales 

y cuando se mezclan en pares, y demostraron que determinados pares de 

flavonoides redujeron la actividad antioxidante esperada, lo que indicó un 

efecto antagonista, es decir una menor capacidad de capturar radicales 

DPPH en comparación a los compuestos por separados. Por lo tanto, 

matrices complejas a pueden mostrar menor actividad antioxidante. 

 

4.3 Ensayos de bioactividad en modelos in vivo e in vitro 

 

4.3.1 Modelo de crecimiento radicular Allium cepa 

Los resultados del modelo Allium cepa (Figura 4.2-4.4) evidencian un 

incremento de la tasa de crecimiento radicular a lo largo del tiempo de 

exposición (0 a 72h) para los tratamientos evaluados. Este comportamiento 

sugiere que, a mayor tiempo de exposición, mayor es el crecimiento 

promedio radicular y que por lo tanto ninguna de las fracciones inhibió el 

crecimiento radicular ni tuvo efectos citotóxicos. Por el contrario, varias 



 

fracciones del extracto de I. fuscus mostraron un efecto estimulante 

marcado, promoviendo la elongación radicular y sugiriendo un incremento 

en la actividad mitótica que se acentúa a las 72h de exposición. 

 

En la Figura 4.2 se muestran los resultados del primer diseño experimental, 

correspondiente a los modelos tratados con fracciones provenientes de 

biomasa húmeda, tratamiento de maceración y combinación de solventes: 

metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 5:5 y 

metanol:cloroformo 3:7 ( tratamientos 1.1 M, 1.2 M:C, 1.3 M:C y 1.4 M:C), se 

observó un comportamiento diferente entre las fracciones evaluadas. El 

tratamiento 1.4 M:C presentó los mayores valores de crecimiento radicular 

promedio, alcanzando hasta 5.5 veces más crecimiento que el control 

negativo a las 72h. Asimismo, este tratamiento exhibió una pendiente más 

pronunciada de 0.0379 cm/h (Tabla 4.5), lo cual indica una mayor velocidad 

de elongación radicular y un efecto estimulante evidente sobre el crecimiento 

celular. Los tratamientos 1.3 M:C y 1.1 M mostraron un comportamiento 

estimulante de intensidad media a alta desde el inicio hasta las 72h de 

duración del ensayo. La pendiente del tratamiento 1.3 M:C (0.0304 cm/h) 

superó ligeramente al tratamiento 1.1M (0.0271 cm/h) y ambos alcanzaron 

valores de crecimiento promedio de hasta 4 veces mayores que el control, lo 

que sugiere una actividad biológica moderada a alta. Sin embargo, el 

tratamiento 1.2 M:C presentó el menor efecto estimulante, siendo 2 veces 

mayor al control negativo a las 72h. Este resultado indica una menor 

capacidad estimulante en comparación a las demás fracciones. Los 

resultados del primer diseño experimental sugieren que la fracción 1.4 M:C 

posee o hay una mayor concentración de compuestos con mayor potencial 

para estimular la elongación radicular y la actividad mitótica, seguida por las 

fracciones 1.3 M:C y 1.1 M. 

 

En la Figura 4.3 se muestran los resultados del segundo diseño 

experimental, correspondiente a las evaluaciones de las fracciones 

provenientes de biomasa húmeda, tratamiento de ultrasonido y combinación 

de solventes: metanol, metanol:cloroformo 7:3, metanol:cloroformo 5:5 y
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metanol:cloroformo 3:7  (tratamientos 2.1 M, 2.2 M:C, 2.3 M:C y 2.4 M:C), se 

evidenció nuevamente un efecto estimulante del crecimiento radicular. La 

fracción 2.4 M:C promovió un crecimiento radicular promedio hasta 5 veces 

superior que el control negativo a las 72h, y a su vez se obtuvo la mayor tasa 

de crecimiento igual a 0.0342 cm/h en comparación a los demás tratamientos 

y el control (0.0067 cm/h), lo que sugiere un marcado efecto estimulante de 

crecimiento radicular. El tratamiento 2.3 M:C mostró un crecimiento 

promedio aproximadamente 4 veces mayor al control negativo, con un patrón 

de crecimiento similar al observado en el tratamiento 2.1 M. Por otro lado, el 

tratamiento 2.2 M:C obtuvo el menor efecto estimulante con una pendiente 

de 0.0125 cm/h en comparación a los demás tratamientos.  

 

La Figura 4.4 representa los resultados del tercer diseño experimental en 

Allium cepa con fracciones provenientes de biomasa seca, tratamiento 

combinado y combinación de solventes: metanol, metanol:cloroformo 7:3, 

metanol:cloroformo 5:5 y metanol:cloroformo 3:7  (tratamientos 3.1 M, 3.2 

M:C, 3.3 M:C y 3.4 M:C). En este grupo experimental se observó el mayor 

efecto estimulante de los 3 diseños experimentales. La fracción 3.4 M:C 

promovió 6 veces más el crecimiento promedio radicular a las 72h en 

comparación al control negativo. Adicionalmente, el tratamiento obtuvo la 

mayor pendiente con un valor de 0.0421 cm/h, lo que sugiere una mayor 

actividad biológica asociada a esta fracción. Los tratamientos 3.3 M:C y 3.2 

M:C también mostraron un efecto estimulante importante, con valores de 

crecimiento promedio aproximadamente 5 veces superiores al control con 

pendientes similares entre sí (0.0329 cm/h) y elevadas con respecto al 

control negativo que reflejan la presencia de actividad biológica significativa. 

A pesar de que en el tratamiento 3.1 M mostró aumento en el crecimiento 

promedio radicular, este fue el más bajo del diseño e incluso cercano al 

control negativo, lo que sugiera una menor capacidad estimulante. 

 

Por otro lado, los tratamientos correspondientes a metanol puro y algunas 

combinaciones M:C 7:3 presentaron valores de crecimiento más bajos, en 



78 

comparación al control, lo que indica una menor actividad biológica bajo las 

condiciones evaluadas. 

 

Estos resultados evidencian que las fracciones obtenidas con sistemas 

solventes de polaridad intermedia a baja como M:C 5:5 y M:C 3:7 y, son las 

más bioactivas en el modelo Allium cepa, promoviendo de manera 

significativa el crecimiento radicular y con ausencia de genotoxicidad (Figura 

4.6). Este efecto sugiere la presencia de compuestos bioactivos con 

capacidad estimulante del crecimiento celular, de acuerdo con los resultados 

fitoquímicos previamente obtenidos. 

 

Figura 4. 2 Tasa de crecimiento radicular (cm/h) del modelo Allium cepa para las fracciones 
provenientes de biomasa húmeda, tratamiento de maceración y combinación de solventes: metanol 
(tratamiento 1.1M), metanol:cloroformo 7:3 (tratamiento 1.2 M:C), metanol:cloroformo 5:5 (tratamiento 
1.3 M:C) y metanol:cloroformo 3:7(tratamiento 1.4 M:C).
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Figura 4. 3 Tasa de crecimiento radicular (cm/h) del modelo Allium cepa para las fracciones 
provenientes de biomasa húmeda, tratamiento de ultrasonido y combinación de solventes: metanol 
(tratamiento 2.1M), metanol:cloroformo 7:3 (tratamiento 2.2 M:C), metanol:cloroformo 5:5 (tratamiento 
2.3 M:C) y metanol:cloroformo 3:7(tratamiento 2.4 M:C). 

 

Figura 4. 4 Tasa de crecimiento radicular (cm/h) del modelo Allium cepa para las fracciones 
provenientes de biomasa seca mediante liofilización, tratamiento combinado de maceración-
ultrasonido y combinación de solventes: metanol (tratamiento 3.1M), metanol:cloroformo 7:3 
(tratamiento 3.2 M:C), metanol:cloroformo 5:5 (tratamiento 3.3 M:C) y metanol:cloroformo 
3:7(tratamiento 3.4 M:C).
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Tabla 4. 5 Tasas de crecimiento (cm/h) resultantes de los tres diseños de experimentos 

Tratamiento Fracción Tasa de crecimiento (cm/h) 

1.1 M M 0.02708 

1.2 M:C M:C 7:3 0.01375 

1.3 M:C M:C 5:5 0.02917 

1.4 M:C M:C 3:7 0.03792 

2.1 M M 0.02708 

2.2 M:C M:C 7:3 0.01250 

2.3 M:C M:C 5:5 0.02916 

2.4 M:C M:C 3:7 0.03416 

3.1 M M 0.00833 

3.2 M:C M:C 7:3 0.03292 

3.3 M:C M:C 5:5 0.03292 

3.4 M:C M:C 3:7 0.04208 

Blanco 0.00667 

 

El análisis estadístico de la tasa de crecimiento radicular promedio (Figura 

4.5), realizado mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey, 

confirmó la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (p 

< 0.05). La agrupación de medias a través de letras (a, b y c) permitió 

discriminar los tratamientos en base al efecto estimulante sobre el 

crecimiento radicular en el modelo. Los tratamientos se ubicaron en 

categorías como “a” y “b” mientras que el control negativo en la categoría “c”, 

manteniéndose como referencia basal del crecimiento natural del modelo.  

 

Los tratamientos 1.1 M, 1.3 M:C, 1.4 M:C, 3.2 M:C, 3.3 M:C y 3.4 M:C se 

agruparon en la categoría “a”, indicando que promovieron una tasa de 

crecimiento radicular significativamente mayor que el control negativo. 

Dentro de este grupo, el tratamiento 3.4 M:C presentó el valor de crecimiento 

promedio radicular más elevado, seguido por 1.4 M:C, lo que coincide con 

las pendientes más pronunciadas observadas en las Figuras 4.2 y 4.4. Este 

patrón sugiere que las fracciones obtenidas mediante un fraccionamiento de 

polaridad intermedia a baja, como la proporción M:C 5:5 y 3:7 poseen o 
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acumulan mayor cantidad de compuestos con capacidad bioestimulante, 

evidenciado por promover significativamente del crecimiento radicular. 

 

Las fracciones 1.2 M:C, 2.1 M, 2.2 M:C, 2.3 M:C, 2.4 M:C y 3.1 M se 

agruparon en la categoría “b”, lo que indica un crecimiento radicular 

significativamente mayor que el control, pero con menor efecto que la 

categoría “a” (fracciones más bioactivas), lo que representa un efecto 

estimulante moderado. Este comportamiento puede interpretarse como una 

respuesta positiva, aunque limitada, posiblemente asociada a una menor 

concentración de compuestos activos.  

 

 

Figura 4. 5 Resultados de crecimiento radicular en Allium cepa con análisis estadístico.



82 
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(d)  (e)  (f)  

(g)  
(h)  
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(m)  

  

Figura 4. 6 Resultados mitóticos a 50ppm del modelo Allium cepa para: blanco (a), tratamiento 1.1 M (b), 1.2 
M:C (c), 1.3 M:C (d), 1.4 M:C (e), 2.1 M (f), 2.2 M:C (g), 2.3 M:C (h), 2.4 M:C (i), 3.1 M (j), 3.2 M:C (k), 3.3 M:C 
(l), 3.4 M:C (m)
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4.3.2 Viabilidad celular en líneas cancerígenas 

 

Los resultados de viabilidad celular en las 4 líneas celulares HeLa, PC-3, 

RKO y T47-D con los extractos de I. fuscus a una concentración de 200 

μg/mL se presentan en la Tabla 4.6. Las fracciones evaluadas no 

evidenciaron una disminución de la viabilidad celular en ninguna de las líneas 

analizadas, puesto que se registraron valores cercanos o superiores al 100% 

en la mayoría de los tratamientos, lo que indica una ausencia de efecto 

citotóxico. 

 

En la línea celular HeLa, los porcentajes de viabilidad oscilaron entre 102.5 

± 6.43% y 118.21 ± 1.38% (Figura 4.7), destacándose un incremento en la 

viabilidad celular en varias fracciones, principalmente en aquellas obtenidas 

con proporciones de M:C. Así mismo, se observó que en la línea PC-3 los 

valores de viabilidad variaron entre 101.55 ± 6.36% y 119.01 ± 4.38%, 

exhibiendo que las fracciones promovieron el crecimiento celular en base a 

los resultados mostrados y con respecto al control. 

 

En el caso de la línea RKO, los tratamientos mostraron porcentajes de 

viabilidad entre 94.81 ± 1.15% y 114.23 ± 1.79%, manteniéndose, en forma 

general, valores por encima del 100%, lo que confirma la baja respuesta 

citotóxica de las fracciones evaluadas sobre esta línea celular. De igual 

manera, la línea T47-D presentó valores de viabilidad que oscilaron entre 

79.10 ± 0.98% y 109.32 ± 4.87%. A pesar de que se observó una disminución 

en la viabilidad celular para la fracción proveniente de biomasa húmeda M:C 

7:3, esta no alcanzó niveles comparables con el control positivo. 

 

El tratamiento con doxorrubicina (1.5 μM), empleado como control positivo, 

produjo una marcada reducción en la viabilidad celular en todas las líneas 

evaluadas, con valores de 62.44 ± 2.18% en HeLa, 47.53 ± 2.13% en PC-3, 

25.05 ± 1.45% en RKO y 54.30 ± 2.13% en T47-D, lo que confirma la 

sensibilidad de los ensayos y la adecuada respuesta de las líneas celulares 

al agente citotóxico de referencia 
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En conjunto, estos resultados indican que, a la concentración evaluada, los 

extractos de I. fuscus no presentan actividad citotóxica relevante frente a las 

líneas celulares de cáncer analizadas. 

 

Figura 4. 7 Porcentaje de viabilidad celular de la línea celular cancerígena HeLa. 

Tabla 4. 6 Porcentaje de viabilidad de células tratadas con extractos de pepino de mar (200 μg/mL) 
sobre las líneas celulares de cáncer: cérvico uterino (HeLa), próstata (PC-3), mama (T-47D) y 
colon (RKO). 

Tratamientos HeLa PC-3 RKO T47-D 

1.1 M 104.25 ± 5.91 109.23 ± 2.51 94.81 ± 1.15 92.22 ± 1.42 

1.2 M:C 109.23 ± 8.41 109.16 ± 6.64 105.75 ± 4.15 91.49 ± 7.19 

1.3 M:C 118.21 ± 1.38 116.07 ± 6.63 114.23 ± 1.79 106.83 ± 1.74 

2.1 M 105.38 ± 5.05 117.68 ± 4.77 101.16 ± 6.48 101.00 ± 6.84 

2.2 M:C 102.35 ± 6.43 102.52 ± 4.00 107.50 ± 9.59 79.10 ± 0.98 

2.3 M:C 113.63 ± 1.39 119.01 ± 4.38 100.49 ± 0.58 103.30 ± 7.04 

3.1 M 104.11 ± 2.15 102.30 ± 3.77 103.26 ± 1.01 93.12 ± 8.03 

3.2 M:C 107.44 ± 6.43 104.74 ± 8.79 108.65 ± 4.47 109.32 ± 4.87 

3.3 M:C 102.55 ± 7.72 101.55 ± 6.36 113.98 ± 5.41 105.38 ± 5.49 

3.4 M:C 113.24 ± 0.70 118.26 ± 5.92 110.23 ± 4.58 93.30 ± 2.50 

Dox 1.5 μM 62.44 ± 2,18 47.53 ± 2.13 25.05 ± 1.45 54.30 ± 2.13 
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4.3.3 Modelo de membrana corioalantoidea (CAM) 

 

Se desarrolló el experimento por cuatriplicado debido a que las condiciones 

ambientales de los embriones repercutieron en la viabilidad del experimento 

como la temperatura de la incubadora y el flujo de aire. 

 

Se hicieron ensayos con las fracciones más bioactivas que corresponden a 

la fracción obtenida a partir de biomasa húmeda con tratamiento de 

maceración y polaridad intermedia (1.3 M:C) y la fracción proveniente de 

biomasa seca mediante liofilización con tratamiento combinado (maceración 

y ultrasonido) y polaridad intermedia (3.3 M:C). Para el desarrollo del método 

se procedió a preparar un control negativo de consistía en patrón buffer 

fosfato (PBS).  

 

Se evaluaron doce modelos de membrana corioalantoidea, distribuidos en 

cuatro controles, 4 modelos con tratamiento 1.3 M:C y 4 modelos con 

tratamiento 3.3 M:C, a los cuales se les dio seguimiento hasta las 72h que 

corresponde al día 11 de incubación. No todos los embriones alcanzaron las 

48h de observación como se lo estipulaba en el procedimiento, debido a la 

tasa de mortalidad que conlleva este experimento, sin embargo, se logró 

obtener un duplicado en los resultados hasta las 48h de tratamiento. 

 

En los controles, se evidenció que el Control R1 mostró pérdida parcial de 

translucidez del tejido y un aspecto opaco localizado alrededor del disco que 

contenía el control negativo PBS (Figura 4.8b), esta alteración superficial en 

el tejido se pronuncia más con el paso de los días como se puede observar 

a las 72h (Figura 4.8c) y 4 (Figura 4.8c), de forma adicional se observa un
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 desarrollo vascular normal el cual mantiene su misma orientación y 

densidad con respecto al inicio (Figura 4.8a). En el Control R2 se evidencia 

un mismo patrón, con una pérdida de la luminosidad de la membrana CAM 

a las 24h (Figura 4.8f) con respecto a las 0h (Figura 4.8e) y un ligero 

engrosamiento de una vena secundaria sin reorganización general de la red 

vascular ni una tendencia diferente hacia el disco con el control negativo, sin 

embargo, se dejó de hacer seguimiento debido a la muerte del embrión. En 

el caso del Control R3, el disco embrionario se posicionó en una zona de 

vascularización pronunciada (Figura 4.8g) para una mejor visualización, sin 

embargo, a las 24h (Figura 4.8h) se evidenció una opacidad pronunciada 

sobre la CAM y una formación anormal de un tejido alrededor del disco 

(Figura 4.8i) sumado al aumento de opacidad lo que impedía una correcta 

visualización de la red vascular pero se logró ver (con dificultad) la misma 

orientación de la red vascular pronunciada con respecto a las 24h. El Control 

R4 no se muestra por muerte del embrión antes de las 24h de tratamiento. 

 

En el grupo tratado con 1.3M:C, se trabajó con cuatro embriones. La primera 

y segunda réplica no fueron registradas debido a muerte embrionaria al 

primer día. La tercera réplica del grupo evidenció un cambio en la dirección 

de la vascularización con orientación hacia el disco en las 24h (Figura 4.8k) 

en comparación al inicio (Figura 4.8j), además de un engrosamiento de la 

vena principal y un aumento en las ramificaciones de venas terciarias 

provenientes de una vena secundaria asociada al disco, sin embargo, se 

observa una ligera pérdida de la luminosidad en la CAM. En la cuarta réplica 

se logró registrar cambios hasta más allá de las 48h planteadas en la 

metodología, donde se observó un engrosamiento de la vena secundaria 

desde las 24h (Figura 4.8m), posteriormente hubo un cambio de orientación 

de la vena principal hacia el disco a las 24h (Figura 4.8n) y la cual se hizo 

más pronunciada a las 72h (Figura 4.8o). Adicionalmente, se observó una 

convergencia y engrosamiento de venas alas 48h, así como un aumento de 

la presencia de ramificaciones vasculares (densidad vascular) en la zona 

aledaña al disco a las 72h
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En el grupo tratado con 3.3 M:C, se evaluaron 4 embriones, de los cuales 

dos de los cuales llegaron más allá de las 48h de experimentación. En la 

primera réplica de este grupo se observó desde las 24h (Figura 4.8q) un 

cambio de dirección de las venas secundarias con orientación hacia el disco 

con tratamiento. A las 48h (Figura 4.8r) a pesar de que el embrión tuvo un 

cambio de posición que se asocia al movimiento constante durante su 

desarrollo, se mantuvo una confluencia de venas secundarias hacia el disco, 

mientras que a las 72h (Figura 4.8s) se observó venas de mayor calibre y un 

crecimiento rápido del embrión indicando la fecha tope de ensayos. En la 

segunda réplica del grupo se mostró engrosamiento de las venas principales 

de la red vascular, así como un cambio de orientación hacia el disco con el 

tratamiento a las 24h (Figura 4.8t) en comparación al día 0 (Figura 4.8u), sin 

embargo, no se pudo dar seguimiento en a las 48h por muerte embrionaria. 

La tercera réplica no pudo ser analizada debido a muerte embrionaria en el 

primer día. La cuarta réplica registró un cambio de orientación en la vena 

principal con dirección hacia el disco a las 24h (Figura 4.8w) en comparación 

a las 0h (Figura 4.8v), se observó un engrosamiento pronunciado de una 

vena principal que se posiciona bajo el disco a las 72h (Figura 4.8x) y 3 

(Figura 4.8y), sin embargo, ya se empieza a visualizar opacidad en este día 

adicional de ensayo.  
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Tratamiento 
Tiempo de ensayo (h) 

0 24 48 72 (adicional) 

Control R1 

(a)  
(b)  (c)  (d)  

Control R2 

(e)  
(f)  

  

Control R3 

(g)  (h)  

 
(i)  
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1.3 M:C R3 

(j)  
(k)  

  

1.3 M:C R4 

(l)  
(m)  (n)  (o)  

3.3 M:C R1 

(p)  (q)  

 
 
 

 

(r)  (s)  
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3.3 M:C R2 

(t)  (u)  

  

3.3 M:C R4 

(v)  (w)  (x)  (y)  

Figura 4. 8 Resultados de los ensayos de membrana corioalantoidea: Control R1 a 0h (a), 24h (b) 48h (c) y 72h como evaluación adicional (d); el Control R2 a 0h (e) y 24h (f); 
el Control R3 a 0h (g), 24h (h) y 48h (i); el tratamiento 1.3 M:C R3 a 0h (j) y 24h (k); el tratamiento 1.3 M:C R4 a 0h (l), 24h (m), 48h (n) y 72h (o); el tratamiento 3.3 M:C R1 a 
0h (p), 24h (q), 48h (r) y 72h (s); el tratamiento 3.3 M:C R2 a 0h (t) y 24h (u); y el tratamiento 3.3 M:C R4 a 0h (v), 24h (w), 48h (x) y 72h (y). 
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Identificación de compuestos fenólicos en las fracciones bioactivas  

Después de la determinación de las fracciones bioactivas, mediante los 

ensayos biológicos, se procedió al análisis cromatográfico de las fracciones 

1.3 M:C (biomasa húmeda con tratamiento de maceración) y 3.3 M:C 

(biomasa seca liofilizada con tratamiento combinado), las cuales habían sido 

previamente caracterizadas cualitativamente mediante análisis fitoquímico. 

 
Curva de calibración y linealidad del método 

La cuantificación de los compuestos fenólicos presentes se realizó mediante 

curvas de calibración que se construyeron a partir de un mix de polifenoles 

de concentración final de 100 ppm, preparado en solución metanólica al 

0.2% de ácido fórmico. El mix incluyó ácido gálico, catequina, ácido 

clorogénico, ácido siríngico, epicatequina, rutina, resveratrol, y naringenina. 

A partir de este mix se elaboraron siete niveles de concentración (0.1, 0.25, 

0.5, 1, 5, 10 y 20 ppm) empleando el mismo disolvente.  

  

Se utilizó la Cromatografía Líquida de Ultra Alta Resolución (UHPLC) Acquity 

Premier/MassLynx con detector de matriz de fotodiodos (PDA) para la 

caracterización de los compuestos fenólicos. La separación y detección de 

los compuestos fenólicos se realizaron utilizando una columna Acquity 

Premier BEH C18 1.7µm, 2.1x100mm, 1/pk y con PDA. La fase móvil estuvo 

compuesta por una combinación de 4 solventes: 0.1% de ácido fórmico en 

agua tipo 1 (Fase A), metanol grado HPLC (Fase B), agua tipo 1 (Fase C) y 

por último acetonitrilo (Fase D).  

 

El análisis se realizó mediante un programa en gradiente el cual inició con 

95% de fase A y 5% de fase D, manteniéndose hasta 1.11 min, seguido por 

una disminución de la fase A hasta 5% y un aumento de la fase D hasta 90% 

en el minuto 8.34 lo que permitiría la elución de compuestos fenólicos de 

diferente polaridad. Posteriormente, el sistema se equilibra hasta llegar a las 

condiciones iniciales en el minuto 9.73 previo a la siguiente inyección. El flujo 

se mantuvo en 0.5 mL/min con un volumen de inyección de 2 μL(Figura 4.8).
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Figura 4. 9 Programa en gradiente para la lectura de compuestos fenólicos. 

 

Las curvas de calibración obtenidas para cada compuesto mostraron una 

adecuada relación lineal con un R2 cercano a 0.99 para cada compuesto. Se 

analizaron los cromatogramas correspondientes a los estándares 

individuales del mix de polifenoles (Figura 4.10 - 4.17) con el fin de validar 

los tiempos de retención y determinar longitudes de onda óptimas para la 

detección de cada compuesto. El análisis de los cromatogramas permitió 

seleccionar los canales de lectura con mejor resolución, específicamente 

longitudes de 280, 307 y 367 nm. Con base a esta validación, se procedió al 

análisis de los compuestos fenólicos presentes en las fracciones bioactivas.  

 

 

Figura 4. 10 Estándar de ácido gálico con tiempo de retención de 0.89 min 

271 
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Figura 4. 11 Estándar de catequina con tiempo de retención de 3.36 min 

 

 

Figura 4. 12 Estándar de ácido clorogénico con tiempo de retención de 3.48 min 

 

 

Figura 4. 13 Estándar de ácido siríngico con tiempo de retención de 4.03 min. 

275 

326 

279 
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Figura 4. 14 Estándar de epicatequina con tiempo de retención de 4.26 min. 

 

Figura 4. 15 Estándar de rutina con tiempo de retención de 5.14 min. 

 

Figura 4. 16 Estándar de resveratrol con tiempo de retención de 5.81 min.

279 

256 
353 

216 

305 
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Figura 4. 17 Estándar de naringenina con tiempo de retención de 6.37 min. 

 

Cuantificación de compuestos fenólicos 

Las muestras se encontraban disueltas en la solución PBS (debido al último 

ensayo que correspondía a CAM) a una concentración de 200ppm, por lo 

que se utilizó un filtro de 0.22 μm de porosidad la filtración de 3 réplicas por 

muestra de fracción bioactiva. El análisis por UHPLC permitió la 

identificación y cuantificación de compuestos fenólicos en ambas fracciones 

bioactivas (1.3 M:C y 3.3 M:C).  

 

En la fracción 1.3 M:C, se detectó la presencia de ácido gálico, catequina, 

ácido clorogénico, ácido siríngico, epicatequina, rutina, resveratrol y 

naringenina en el triplicado analizado, mostrando valores cercanos entre sí. 

De manera similar, en la fracción 3.3 M:C se identificaron los mismos 

compuestos fenólicos principales. La naringenina se identificó en 

concentraciones superiores comparado con la fracción 1.3 M:C. Los valores 

por triplicado de las fracciones fueron agrupados según el tratamiento y el 

compuesto fenólico, y expresados como media ± desviación estándar. La 

prueba t de student permitió evaluar las diferencias en el contenido individual 

de compuestos fenólicos. 

 

El ácido gálico presentó concentraciones mayores en la fracción 1.3 M:C en 

comparación con la fracción 3.3 M:C, evidenciando una disminución de su 

concentración en la biomasa liofilizada y una diferencia estadísticamente 

289 
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significativa entre ambos tratamientos. Mientras que, compuestos como 

catequina, ácido clorogénico, ácido siríngico, epicatequina, rutina y 

resveratrol mostraron concentraciones similares entre ambas fracciones. La 

naringenina presentó concentraciones ligeramente superiores en la fracción 

3.3 M:C en comparación con la fracción 1.3 M:C sin diferencias 

estadísticamente significativas. 

 

El análisis por UHPLC evidencian que ambas fracciones bioactivas 

presentan un perfil fenólico similar, con diferencias puntual en el ácido gálico. 

Estos resultados confirman la presencia de compuestos fenólicos 

previamente detectados mediante la caracterización fitoquímica cualitativa y 

actividad antioxidante por DPPH. 

 

Tabla 4. 7 Contenido de compuestos fenólicos individuales en las fracciones 1.3 M:C y 3.3 M:C de 
I. fuscus. 

Compuesto fenólico 1.3 M:C 3.3 M:C 

Ácido gálico 0.186 ± 0.001 0.161 ± 0.014 

Catequina 0.142 ± 0.001 0.163 ± 0.012 

Ácido clorogénico 0.115 ± 0.000 0.117 ± 0.002 

Ácido siríngico 0.195 ± 0.002 0.194 ± 0.004 

Epicatequina 0.128 ± 0.001 0.132 ± 0.003 

Rutina 0.129 ± 0.001 0.143 ± 0.008 

Resveratrol 0.148 ± 0.001 0.150 ± 0.002 

Naringenina 0.087 ± 0.001 0.099 ± 0.007 

 

 

Modelos biológicos e identificación de compuestos fenólicos: análisis 

y contraste con estudios publicados. 

El modelo Allium cepa es una herramienta empleada para la evaluación de 

la citotoxicidad y genotoxicidad debido a los cambios cuantificables que se 

puede obtener del mismo. Una disminución del crecimiento radicular se 

asocia a citotoxicidad, mientras que la genotoxicidad se confirma por 

alteraciones cromosómicas (Nicuță et al., 2025). En el presente estudio, 

ninguna de las fracciones evaluadas produjo inhibición del crecimiento 
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radicular ni reducciones en la tasa de elongación, lo que indica la ausencia 

de efectos citotóxicos a 50ppm. 

 

Las fracciones de I. fuscus promovieron de manera significativa el 

crecimiento radicular, especialmente las fracciones obtenidas de sistemas 

de solventes de polaridad intermedia a baja como M:C 5:5 y M:C 3:7. El 

análisis estadístico, mediante ANOVA y Tukey, confirmó que las fracciones 

1.3 M:C, 1.4 M:C, 3.3 M:C y 3.4 M:C se agruparon en la categoría “a”, 

(estadísticamente superior), presentando tasas de crecimiento de hasta 6 

veces mayor el control negativo. Este comportamiento sugiere un efecto 

estimulante sobre el crecimiento celular vegetal a la concentración de 

50ppm. Raymund et al. (2021) evidenciaron que los extractos del pepino de 

mar Pearsonothuria graeffei con solventes como metanol, etil acetato y n-

hexano tuvieron propiedades genotóxicas e inhibieron el crecimiento de 

forma significativa (p < 0.05) en los modelos de Allium cepa en 

concentraciones de 1000 y 1500 ppm. De forma adicional, Jayathilake & 

Jayewardena (2021) evaluaron concentraciones desde 62.5 hasta 500ppm 

del extracto acuoso de Bohadschia vitiensi, y los resultados demostraron que 

el índice mitótico fue negativamente correlacionado de acuerdo con la 

concentración del extracto, de modo que, a mayor concentración, menor 

índice mitótico. De acuerdo con estos estudios, las mayores concentraciones 

de extracto de pepino de mar inhiben de manera significativa el crecimiento 

radicular, siendo más evidente en concentraciones mayores a 500pm, es 

decir 10 veces mayor que la empleada en este proyecto.   

 

El ensayo in vitro de las cuatro líneas cancerígenas buscaba evaluar el 

efecto citotóxico proveniente de estas fracciones, sin embargo, hubo un 

efecto contrario en donde se evidenció un ligero incremento de la viabilidad 

celular hasta un 10% aproximadamente. Inicialmente se empleó una 

concentración de 50ppm de las fracciones, pero se terminó empleando 

200ppm (máxima concentración para observar un efecto citotóxico) ante la 

ausencia del efecto esperado.
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Cabe indicar que las fracciones que evidenciaron el mayor incremento de 

porcentaje de viabilidad in vitro correspondieron a las fracciones 1.3 M:C y 

3.3 M:C. Sin embargo, aunque se observó un aumento en la viabilidad celular 

de las líneas cancerígenas evaluadas, este incremento fue relativamente 

bajo y no alcanza los niveles reportados para promotores tumorales 

conocidos como es el caso de la nicotina. Shi et al. (2012) demostraron que 

este alcaloide en concentraciones de 0.1-10 µM durante 72h, incrementó 

entre 20% hasta el 200% la proliferación celular en líneas de carcinoma 

nasofaríngeo, evidenciando un efecto proliferativo significativamente mayor 

al observado en el presente estudio.  

 

Es importante señalar que los ensayos de viabilidad celular, como el MTT, 

reflejan el metabolismo de células viables y no específicamente de la 

proliferación celular directa. En base a esta premisa, los incrementos leves 

en la señal se pueden asociar con cambios metabólicos y no necesariamente 

con un incremento significativo del número de células. Los ensayos de 

reducción de tetrazolio suelen describirse erróneamente como métodos para 

medir proliferación celular cuando no se emplean controles adecuados que 

permitan confirmar si los efectos observados están relacionados con 

cambios en el metabolismo celular (Riss et al., 2004).  

 

Rasekh et al. (2023) realizaron ensayos sobre células 

estromales/mesenquimales derivadas del cordón umbilical humano, las 

cuales sometieron a un extracto acuoso de Holothuria parva a 5,10, 20, 40 y 

80 ppm. El ensayo MTT demostró que las menores concentraciones de 

extracto de pepino de mar aumentaron hasta un 200% el porcentaje de 

viabilidad celular en líneas celulares sanas comparado a un control positivo 

de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) (aproximadamente 250%), lo 

que sugirió un posible efecto citoprotector o de estimulación metabólica en 

células sanas. 

 

En el presente estudio, aunque se observó un ligero aumento en la viabilidad 

de las líneas celulares cancerígenas, las pequeñas variaciones en la señal 

metabólica pueden estar asociadas con cambios en la actividad mitocondrial
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 más que un aumento real en el número de células. Sin embargo, estos 

resultados también abren una posible línea de interpretación hipotética, 

basándose en los resultados previamente obtenidos en DPPH y Allium cepa. 

En la fracción 1.3 M:C, previamente se había sugerido un efecto sinérgico 

entre metabolitos, evidenciado en el ensayo de DPPH, mientras que en la 

fracción 3.3 M:C una posible concentración más alta de diferentes tipos de 

metabolitos semipolares, lo que podría haber contribuido tanto a la actividad 

antioxidante observada como a una leve estimulación metabólica celular. Se 

sugiere que la presencia de metabolitos con capacidad antioxidante podría 

explicar el ligero aumento del porcentaje de viabilidad celular, asimismo 

como los terpenoides que son considerados geroprotectores (Proshkina et 

al., 2020) y también como protectores celulares (Aboutalebi & Monfared, 

2016).  

 

Ante el resultado negativo sobre citotoxicidad en las líneas cancerígenas y 

reportes prometedores en líneas celulares sanas, se evaluó la posibilidad de 

cambiar el tipo de experimento a un modelo de herida abierta, donde se 

podría evaluar la capacidad proliferativa de las fracciones. Mazumder et al. 

(2024) evaluaron extractos de bajo peso molecular de Apostichopus 

japonicus en migración celular y cierre de herida bajo condiciones de estrés 

oxidativo en células epiteliales. Los resultados de esa especie de pepino de 

mar a 1 mg/mL por 24 h demostraron que era capaz de promover la 

migración celular, proliferación celular y prevenir el estrés. En un caso más 

cercano, Olivera-Castillo et al. (2025), demostró que péptidos de bajo peso 

molecular (1-3 kDa) derivados de la digestión del cuerpo de Isostichopus 

badionotus fueron capaces de promover el cierre de herida, pero que su 

potencia puede variar entre especie, el ambiente, edad y temporada. 

 

Ante los resultados obtenidos a partir del modelo Allium cepa y de las líneas 

celulares cancerígenas, se procedió a hacer la evaluación de las fracciones 

más bioactivas (1.3 M:C y 3.3 M:C) en el modelo de membrana 

corioalantoidea. A pesar de las muertes debido a la sensibilidad del modelo, 

se pudo dar seguimiento a al menos un duplicado por tratamiento. 
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El control negativo, constituido por PBS, evidenció pérdida de luminosidad y 

cambios en la superficie de la membrana corioalantoidea, sin embargo, los 

tratamientos mostraron contrarrestar dicho efecto en un gran porcentaje. En 

el estudio de Olivera-Castillo et al. (2018) donde se evaluó la capacidad de 

I. badionotus a una concentración de 500 ppm para inhibir la irritación 

inducida por sulfato dodecil de sodio (SDS) en un modelo de membrana 

corioalantoidea, demostraron que esta especie inhibió más de un 60% de la 

irritación inducida y atribuían a la presencia de factores bioactivos como 

fucoidanos, fucosilatos de condroitin sulfatado y lectinas que son capaces de 

contrarrestar la inflamación. Este estudio sugiere que la especie tiene un 

efecto anti-inflamatorio, similar a lo observado en los resultados del ensayo 

de I. fuscus donde se observó una mejor apariencia de la membrana en 

comparación al control. 

 

La cantidad en gramos de las fracciones empleadas por disco en el ensayo 

correspondió 0.25 µg y con la cual se pudo observar tanto el aumento de 

densidad vascular como cambio de orientación de la vascularización en 

dirección al disco. Los resultados cualitativos se deben a la presencia una 

gran variedad de metabolitos en los pepinos de mar, donde destacan los 

polisacáridos sulfatados (Bordbar et al., 2011), que corresponden a los 

metabolitos principales más estudiados en el género Isostichopus (Hossain 

et al., 2023; S. Li et al., 2017; Myron et al., 2014; Xu et al., 2022). En el 

estudio de Souza Lins Borba et al. (2017), se demostró que 2.0 mg de sulfato 

de condroitina y de sulfato de glucosamina incrementaron significativamente 

(p < 0.05) la densidad vascular comparado a un control negativo de PBS, 

revelando un efecto proangiogénico. 

 

De forma más específica hay mayor cantidad de reportes que evidencian 

efectos antiangiogénicos asociados a pepinos de mar. Tong et al. (2005) 

evaluaron a philinopside A, una saponina sulfatada, aislada de Pentacta 

quadrangulari. Los resultados demostraron que 2-10 nmol de este metabolito 

inhibió significativamente la angiogénesis en la membrana corioalantoidea 

de embriones de pollo. En otro estudio, Zhao et al. (2011) aislaron a Ds-

echonoside A, un glucósido triterpeno no sulfatado, de Pearsonothuria
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 graeffei, el cual, a una dosis de 0, 0.23 y 0.46 nmol por modelo atenúo la 

neovascularización en la membrana corioalantoidea de embriones de pollo. 

Asimismo, Tian et al. (2005) examinaron la actividad de Philinopside E, un 

compuesto marino, aislado de Pentacta quadrangularis, donde una dosis de 

5 nmol por ensayo suprimió la angiogénesis. Estos reportes se basan en 

metabolitos aislados, sin embargo, las fracciones con las que se trabajó en 

el presente proyecto poseen más de un metabolito involucrado. 

 

Finalmente, el análisis por UHPLC de las fracciones bioactivas 1.3 M:C y 3.3 

M:C permitió identificar y cuantificar compuestos fenólicos específicos, lo 

que confirmó tanto los resultados obtenidos en la caracterización fitoquímica 

como en el ensayo de DPPH. La comparación entre las fracciones bioactivas 

mostró variaciones en los valores promedios del ácido gálico, catequina y 

rutina, sin embargo, estadísticamente solo se evidenció diferencias 

significativas en la concentración de ácido gálico entre las dos fracciones 

bioactivas. Los resultados resaltan la importancia de considerar no solo el 

rendimiento y la presencia de compuestos, sino también las interacciones al 

evaluar la bioactividad.



102 

CAPÍTULO 5 

 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 
 

o Se cumplió con la obtención de fracciones por gradiente de polaridad a 

partir de biomasa húmeda y seca de Isostichopus fuscus. El sistema de 

solventes fue el factor que más determinó el rendimiento, donde las 

fracciones metanólicas alcanzaron los valores máximos (27.58 – 31.45%) 

en los tres diseños experimentales. Las mezclas metanol:cloroformo 

mostraron rendimientos variables, destacándose la fracción M:C 7:3 de 

biomasa seca con tratamiento de maceración + ultrasonido, que alcanzó 

un rendimiento de 20.32%, señalando el aporte de la liofilización y el 

ultrasonido para liberar compuestos de polaridad intermedia. 

 

o La caracterización fitoquímica permitió establecer los grupos presentes en 

las fracciones y confirmó que los fenoles son el grupo predominante en 

todas las fracciones, independientemente del tipo de biomasa o del 

tratamiento de extracción; los terpenoides se concentraron en fracciones 

de polaridad intermedia (M:C 5:5), y las saponinas fueron detectadas 

únicamente en fracciones de biomasa seca, lo que sugiere que la 

liofilización favorece la disponibilidad de metabolitos anfipáticos. La 

actividad antioxidante DPPH fue mayor en fracciones de polaridad 

intermedia (M:C 5:5) provenientes de biomasa húmeda (hasta 21% de 

inhibición), mientras que las fracciones de biomasa liofilizada mostraron 

menor actividad antioxidante (5-8%), lo que indica que un mayor 

rendimiento de extracción no implica un mayor potencial antioxidante. El 

análisis de perfil polifenólico del UHPLC identificó y cuantificó ácido gálico, 

catequina y rutina en las fracciones bioactivas; la prueba t de Student 

mostró diferencias significativas únicamente en ácido gálico, mientras que 

las variaciones de los otros fenoles quedaron dentro de la variabilidad 

experimental. 
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o Las fracciones evaluadas a 50 ppm en el modelo in vivo Allium cepa no 

presentaron efectos citotóxicos. Ninguna fracción inhibió el crecimiento y 

varias lo potenciaron, con efecto significativo de las fracciones intermedias 

y bajas (M:C 5:5 y M:C 3:7); en el tercer diseño (biomasa seca) se 

observaron las mayores tasas de crecimiento radicular (hasta ~6x el 

control) y pendientes superiores, lo que evidencia un efecto estimulante. 

Los ensayos de viabilidad celular en las líneas cancerígenas (HeLa, PC-

3, RKO, T47-D; 200ppm) no se observó citotoxicidad (viabilidad ~ o 

>100%, especialmente en fracciones intermedias), por lo que se 

recomienda un ensayo de herida abierta para explorar el potencial 

regenerativo/protector. En CAM, las fracciones 1.3 M:C y 3.3 M:C 

produjeron engrosamiento vascular, aumento de densidad y orientación 

de la red hacia el sitio de aplicación, sugiriendo modulación pro-

angiogénica. En conjunto, los datos describen un perfil bioactivo 

estimulante y no citotóxico (50-200 ppm), coherente con una matriz rica 

en fenoles y terpenoides, que posiciona a I. fuscus como candidata de 

interés para aplicaciones biomédicas orientadas a la modulación celular y 

angiogénica. 

 
 

Recomendaciones 
 
o Considerar la evaluación de un rango amplio de concentración, por 

encima de 50ppm, para las fracciones de I. fuscus en los tres modelos con 

la finalidad de establecer curvas de dosis respuestas que permita 

identificar umbrales entre la estimulación y la citotoxicidad como se ha 

realizado en otras especies. 

 

o Realizar una caracterización química más profunda, en base a los 

compuestos terpenoides, mediante UHPLC que permita conocer su 

contribución y efecto (sinérgico o antagónico) en la bioactividad.
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o Optimizar los procesos de extracción y fraccionamiento para polaridad 

intermedia y baja para evaluar su bioactividad con la mayor disposición de 

recursos. 

 

o Evaluar las fracciones bioactivas en modelos de células humanas de 

cordón umbilical o en el modelo de cicatrización de herida, teniendo en 

cuenta sus resultados antioxidantes, citoprotectores y estimulantes. 
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7. Apéndices y anexos 

Apéndice A 
 
Datos obtenidos a partir del modelo Allium cepa 
 
Tabla A1 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el control (agua destilada). 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

Control R1 0.4 0.6 0.8 1.0 

Control R2 0.4 1.0 1.1 1.1 

Control R3 0.0 0.2 0.2 0.2 

 
 
 

Tabla A2 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para los controles (agua destilada). 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

Control R1 0.2 0.4 0.6 

Control R2 0.6 0.7 0.7 

Control R3 0.2 0.2 0.2 

Promedio 0.3 0.4 0.5 

Desviación estándar 0.2 0.3 0.3 

 
 
 

Tabla A3 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 1.1 M. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

1.1 M R1 2.0 3.3 3.8 3.8 

1.1 M R2 1.6 3.1 4.0 4.4 

1.1 M R3 0.6 1.7 1.9 1.9 

 
 
 

Tabla A4 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 1.1 M. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

1.1 M R1 1.3 1.8 1.8 

1.1 M R2 1.5 2.4 2.8 

1.1 M R3 1.1 1.3 1.3 

Promedio 1.3 1.8 2.0 

Desviación estándar 0.2 0.6 0.8 

 
 
 



 

Tabla A5 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 1.2 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

1.2 M:C R1 1.2 1.6 1.9 2.1 

1.2 M:C R2 1.8 2.3 2.6 2.8 

1.2 M:C R3 1.3 1.9 2.1 2.3 

 
 

 
Tabla A6 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 1.2 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

1.2 M:C R1 0.4 0.7 0.9 

1.2 M:C R2 0.5 0.8 1.0 

1.2 M:C R3 0.6 0.8 1.0 

Promedio 0.5 0.8 1.0 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.1 

 
 

 
Tabla A7 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 1.3 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

1.3 M:C R1 1.9 2.8 3.5 3.8 

1.3 M:C R2 2.5 3.5 4.1 4.7 

1.3 M:C R3 2.5 3.4 4.2 4.8 

 
 
 
Tabla A8 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 1.3 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

1.3 M:C R1 0.9 1.6 1.9 

1.3 M:C R2 1.0 1.6 2.2 

1.3 M:C R3 0.9 1.7 2.3 

Promedio 0.9 1.6 2.1 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.2 

 
 

 

Tabla A9 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 1.4 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

1.4 M:C R1 1.5 2.7 3.4 4.2 

1.4 M:C R2 1.6 2.7 3.4 4.4 

1.4 M:C R3 1.7 2.9 3.6 4.5 

 



 

Tabla A10 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 1.4 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

1.4 M:C R1 1.2 1.9 2.7 

1.4 M:C R2 1.1 1.8 2.8 

1.4 M:C R3 1.2 1.9 2.8 

Promedio 1.2 1.9 2.8 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.1 

 

 

 
Tabla A11 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 2.1 M. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

2.1 M R1 2.1 3.4 4.0 4.1 

2.1 M R2 1.9 3.3 4.2 4.5 

2.1 M R3 0.8 1.9 2.1 2.2 

 

 

 
Tabla A12 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 2.1 M. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

2.1 M R1 1.3 1.9 2.0 

2.1 M R2 1.4 2.3 2.6 

2.1 M R3 1.1 1.3 1.4 

Promedio 1.3 1.8 2.0 

Desviación estándar 0.2 0.5 0.6 

 

 
Tabla A13 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 2.2 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

2.2 M:C R1 1.5 1.9 2.2 2.4 

2.2 M:C R2 2.1 2.6 2.9 3.0 

2.2 M:C R3 1.6 2.2 2.4 2.6 

 

 
Tabla A14 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 2.2 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

2.2 M:C R1 0.4 0.7 0.9 

2.2 M:C R2 0.5 0.8 0.9 

2.2 M:C R3 0.6 0.8 1.0 

Promedio 0.5 0.8 0.9 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.1 



 

Tabla A15 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 2.3 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

2.3 M:C R1 2.3 3.2 3.9 4.2 

2.3 M:C R2 2.9 4.0 4.6 5.0 

2.3 M:C R3 2.8 3.9 4.5 5.1 

 
 

 

Tabla A16 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 2.3 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

2.3 M:C R1 0.9 1.6 1.9 

2.3 M:C R2 1.1 1.7 2.1 

2.3 M:C R3 1.1 1.7 2.3 

Promedio 1.0 1.7 2.1 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.2 

 

 
Tabla A17 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 2.4 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

2.4 M:C R1 2.4 3.3 4.1 4.8 

2.4 M:C R2 2.5 3.4 4.2 4.9 

2.4 M:C R3 2.6 3.5 4.3 5.0 

 

 

 
Tabla A18 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 2.4 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

2.4 M:C R1 0.9 1.7 2.4 

2.4 M:C R2 0.9 1.7 2.4 

2.4 M:C R3 0.9 1.7 2.4 

Promedio 0.9 1.7 2.4 

Desviación estándar 0.0 0.0 0.0 

 
 

 

 

Tabla A19 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 3.1 M. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

3.1 M R1 0.8 1.3 1.5 1.5 

3.1 M R2 0.7 1.2 1.4 1.4 

3.1 M R3 0.9 1.2 1.4 1.4 

 

 



 

Tabla A20 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 3.1 M. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

3.1 M R1 0.5 0.7 0.7 

3.1 M R2 0.5 0.7 0.7 

3.1 M R3 0.3 0.5 0.5 

Promedio 0.4 0.6 0.6 

Desviación estándar 0.1 0.1 0.1 

 

 

 
Tabla A21 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 3.2 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

3.2 M:C R1 2.0 3.1 3.8 4.6 

3.2 M:C R2 0.8 1.9 2.6 3.3 

3.2 M:C R3 1.7 2.6 3.2 3.9 

 

 
Tabla A22 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 3.2 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

3.2 M:C R1 1.1 1.8 2.6 

3.2 M:C R2 1.1 1.8 2.5 

3.2 M:C R3 0.9 1.5 2.2 

Promedio 1.0 1.7 2.4 

Desviación estándar 0.1 0.2 0.2 

 

 
Tabla A23 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 3.3 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

3.3 M:C R1 2.5 4.0 4.4 4.5 

3.3 M:C R2 1.7 3.5 4.1 4.2 

3.3 M:C R3 2.6 4.5 5.4 5.4 

 

 

 
Tabla A24 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 3.3 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

3.3 M:C R1 1.5 1.9 2.0 

3.3 M:C R2 1.8 2.4 2.5 

3.3 M:C R3 1.9 2.8 2.8 

Promedio 1.7 2.4 2.4 

Desviación estándar 0.2 0.5 0.4 



 

 

Tabla A25 Registro de longitudes de raicillas por triplicado para el tratamiento 3.4 M:C. 

Tratamientos 
Longitud de raicillas (cm) 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 

3.4 M:C R1 2.0 2.7 3.8 4.8 

3.4 M:C R2 1.9 2.5 3.3 4.6 

3.4 M:C R3 1.7 2.9 4.1 5.1 

 

 

 
Tabla A26 Tasa de crecimiento radicular en comparación al día 0 para el tratamiento 3.4 M:C. 

Tratamientos 
Tasa de crecimiento (cm/día) 

Día 1 Día 2 Día 3 

3.4 M:C R1 0.7 1.8 2.8 

3.4 M:C R2 0.6 1.4 2.7 

3.4 M:C R3 1.2 2.4 3.4 

Promedio 0.8 1.9 3.0 

Desviación estándar 0.3 0.5 0.4 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Anexo A 
 
Figura A.1 Resultados obtenidos del análisis mediante UHPLC 
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