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RESUMEN.

Nuestro interés en el estudio de organismos marinos, con miras a la obtencién de
nuevos metabolitos secundarios, condujo a la identificacion y aislamiento de
compuestos mayoritarios presentes en el holoturido Isostichopus badionotus.

Los pepinos de mar, comdnmente conocidos como: “Trepang”, “Beche-de-Mer”
0 “Gamat”, han sido utilizados durante mucho tiempo como alimento y medicina
tradicional en comunidades asiaticas y Medio Oriente. Se les reconoce también como
tonico y como remedio tradicional en la literatura China y de Malasia, por su
efectividad contra la hipertension, asma, reumatismo, heridas y quemaduras, impotencia
y estrefiimiento. Diversas actividades biologicas y farmacologicas Unicas han sido
atribuidas a compuestos quimicos extraidos de diferentes especies de pepino marinos,
como lo son las propiedades antiangiogénica, anticancerigena, anticoagulante, anti-
hipertensiva, antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antitrombdtica, antitumoral
y cicatrizante.

Dentro de este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo contribuir al
conocimiento quimico del pepino de mar Isostichopus badionotus de las costas del
Estado de Yucatan, mediante el aislamiento e identificacion de los metabolitos aislados
de la especie tratada para su comercializacion (seca).

A partir del material obtenido comercialmente, se realizé el estudio quimico del
extracto organico de una muestra del holotdrido, el cual se separo por cromatografia en
columna sobre gel de silice, utilizando mezclas de polaridad ascendente de
diclorometano y metanol. Las diferentes fracciones se analizaron utilizando técnicas
espectroscopicas, principalmente de resonancia magnética nuclear (RMN ), asi como,
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM), obteniéndose
como resultado una mezcla de acidos grasos conformados principalmente por &cido
palmitico [C16:0] y &cido estearico [C18:0]. También se aislaron mezclas de
triglicéridos, esteroles del tipo colesterol, ergostanol y estigmastanol (identificados
como sus derivados acetilados), asi como sus correspondientes xilosidos y de
esfingolipidos del tipo los cerebrésidos. Todos los compuestos de menor polaridad
coinciden con estudios anteriores.
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Aislamiento e identificacién de componentes del pepino de mar Isostichopus badionotus, procesado para su
manejo comercial.

INTRODUCCION.

La vida naci6 en el mar, y por lo tanto, lleva més tiempo evolucionando en ese
medio. En el ambiente marino existen ecosistemas con una diversidad y nimero de
especies mayores que los existentes en la selva tropical; un ejemplo de estos son los
arrecifes de coral. En tales ecosistemas la competitividad es muy intensa, lo que
favorece la supervivencia de quien mejora continuamente sus medios de defensa y de
ataque. En la busqueda de organismos marinos productores de compuestos de intereés, la
atencion se ha centrado en especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de un
movimiento lento [Jiménez et al., 2007].

El Phylum Echinodermata, al que nos referimos comUnmente como los
equinodermos, se considera procedente del periodo Cambrico. Esta constituido por
animales invertebrados exclusivamente marinos presentes en ese medio desde hace mas
de 600 millones de afios [Brusca & Brusca, 2005]. Entre ellos destacan los erizos de
mar (Clase Echinoidea), las estrellas de mar (Asteroidea), las ofiuras (Ophiuroidea), las
holoturias o pepinos de mar (Holothuroidea) y los lirios de mar (Crinoidea) -Tabla 1-.
Se reconoce que existen aproximadamente unas 7,000 especies actualmente de
equinodermos [Chapman, 2009].

Tabla 1.- Clasificacion de los equinodermos con base en su forma.

Forma Aspecto Clase
Globosa Equinoidea
Delgado y fragil | Ophiuroidea
Estrellada Robusta Asteroidea
Alargada (vermiforme) Holoturoidea
Ramificada (aspecto de planta) Crinoidea

Clase Holothuroidea.

Los holotdridos, cominmente conocidos como “pepinos de mar”, pertenecen a
la Clase Holothuroidea del Phylum Echinodermata; constituyen un grupo abundante y
diverso de equinodermos con forma de gusano, por lo general de cuerpo blando. Se
considera que a nivel mundial existen aproximadamente 1,250 especies, de las cuales
46 de ellas se encuentran registradas para las aguas del Golfo de California y 13 para el
Golfo de México [Laguarda-Figueras et al., 2005]. Se encuentran en casi todos los
ambientes marinos, pero son mas diversos en los arrecifes de coral en aguas tropicales
poco profundas. Se encuentran en la zona intermareal, donde pueden estar expuestos
brevemente en la marea baja [Kerr, 2003]. Como su nombre popular sugiere, son de
cuerpo alargado, cilindrico y musculoso, dando la sensacion de tener un solo eje de
simetria, con una apertura bucal en un extremo rodeada de tentaculos y la apertura anal
en el otro extremo [Brusca & Brusca, 2005].

Ciertas especies de pepinos de mar producen neurotoxinas en la piel y visceras,
conocidas en general como “holoturina”, que pueden liberar en el medio al sentirse
estresados 0 atacados, pudiendo ocasionar paralisis o la muerte de sus depredadores
[Bakus, 1968; Bingham & Braithwaite, 1986]. Estos animales también tienen la
capacidad de expulsar parte de sus intestinos [Becker & Flammang, 2010], que en
algunas especies posee un alto contenido de ‘“holoturina”, suficiente para causar la
muerte o distraer a su atacante que se conforma con ellos dejando al animal tranquilo,
mientras que la parte perdida es rapidamente regenerada [Flammang et al., 2002; Hamel
& Mercier, 2000]. En otros casos se ha observado que ciertas especies tienen la
capacidad de expulsar por el ano, tabulos viscosos y pegajosos denominados tabulos de
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Cuvier [Becker & Flammang, 2010], que forman una malla alrededor de sus enemigos
dejandolos totalmente desvalidos para morir lentamente de inanicion mientras el pepino
se va alejando lentamente [Bakus, 1968; Kalyani et al., 1988]. Ademas, de jugar un
papel importante en las comunidades bentdnicas de la zona intermareal, participan
importantemente en el reciclamiento de los nutrientes y “limpieza” del ambiente de los
fondos marinos [Yingst, 1982; Peraza-Gonzales & Rodrguez-Gil, 2007], ya que se
alimentan de detritus y de pequefios organismos presentes en el sedimento [Woodby et
al., 2000].

Los pepinos de mar se encuentran entre los animales marinos importantes como
fuente de alimento humano, particularmente en algunas partes de Asia [Taiyeb-Ali et
al., 2003]. La pesqueria del pepino de mar y su importancia es reconocida desde hace
més de mil afios en el lejano oriente. En el siglo X1X esta pesqueria se expandio, con
China como el principal importador mundial. Posteriormente durante el siglo pasado se
abrieron al comercio internacional también los mercados de Japon, Corea, Singapur y
Taiwan [Conand & Sloan, 1989]. Econdmicamente los holotaridos son importantes
generadores de insumos, ya que un buen nimero de especies son comestibles en los
paises asiaticos, en los que se estima que se consumen alrededor de 28 diferentes
especies de pepino de mar [Chen, 2004]. Algunas de éstas poseen un alto valor
econdmico debido a su potencial en la pesqueria y actividades de acuacultura [lvy &
Giraspy, 2006], ademéas de que producen toxinas que presentan interés farmacoldgico
[Kalinin et al., 1996].

Los pepinos de mar, popularmente conocidos como Béche-de-mer (Francia),
Trepang o Tripang (Indonesia), Gamat (Malasia), Namako (Japon) y Balatan
(Filipinas); han sido utilizados durante mucho tiempo como alimento y en medicina
tradicional en comunidades asiaticas y del Medio Oriente [Huizeng, 2001; Yaacob et
al., 1997]. Se les reconoce también como tonico y como remedio tradicional en la
literatura China y de Malasia, por su efectividad contra la hipertension [Yaacob et al.,
1997], asma [Jilin & Peck, 1995], reumatismo [Weici, 1987], heridas y quemaduras
[Anderson, 1988], impotencia [Chen, 2003] y estrefiimiento [Wen et al., 2010]. Entre
las diversas actividades biol6gicas y farmacolégicas que han sido atribuidas a
compuestos quimicos obtenidos de diferentes especies de holotdridos, se pueden
mencionar las actividades antiangiogénica [Tian et al., 2005], anticancerigena
[Roginsky et al., 2004], anticoagulante [Nagase et al., 1995; Chen et al., 2011],
antihipertensiva [Hamaguchi et al., 2010], antiinflamatoria [Collin, 1998; 1999 &
2004], antimicrobiana [Beauregard et al., 2001; Hing et al., 2007], antioxidante
[Althunibat et al., 2009], antitrombotica [Mourao et al., 1998; Pacheco et al., 2000],
antitumoral [Zou et al., 2003; Tong et al., 2005] y cicatrizante [San Miguel-Ruiz &
Garcia-Arrards, 2007]. Estas propiedades medicinales de los pepinos de mar son
atribuidas a la presencia de cantidades apreciables de compuestos bioactivos,
especialmente de glicésidos triterpénicos [Kerr & Chen, 1995; Miyamoto et al., 1990;
Aminin et al., 2010], sulfato de condroitina [Vieira et al., 1991], glicosaminoglicanos
[Nagase et al., 1995; Pacheco et al., 2000], polisacaridos sulfatados [Mourao & Pereira,
1999], esteroles (glicésidos y sulfatos) [Goad et al., 1985], compuestos fenolicos
[Mamelona et al., 2007], péptidos [Rafiuddin et al., 2004], cerebrésidos [Sugawara et
al., 2006] y lectinas [Mojica & Merca, 2004; 2005a & 2005b].

Son muchas las especies cultivables de pepinos de mar que han sido explotadas
con la creciente demanda mundial para su utilizacion como alimento y uso farmacéutico
[Mehmet et al., 2011; Conand, 2001; Conand & Byrne, 1993; Bruckner et al., 2003;
Lawrence et al., 2009]. El pepino de mar deshidratado es comercializado, especialmente




Aislamiento e identificacién de componentes del pepino de mar Isostichopus badionotus, procesado para su
manejo comercial.

en los mercados asiaticos mayoritariamente en comercios de China, seguida de Corea,
Indonesia y Japdn. Por otro lado, también son exportados en cantidades apreciables
hacia Estados Unidos y el norte de Australia [Shiell, 2004; Conand, 2006]. Segun la
Organizacién de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) se
tiene informacion de que la produccién de Beche-de-mer y la captura de Apostichopus
japonicus (Selenka, 1867) por diversos paises para el periodo 1992-2001, se estimé en
12,331 Tm (tonelada métrica/peso seco) [FAO, 2007].

En México, la pesqueria de pepino de mar se inicié en Baja California con la
captura de Isostichopus fuscus en la costa oriental y de Parastichopus parvimensis en la
costa occidental [Castro, 1997], como una actividad en pequefia escala que respondio a
la demanda de los paises orientales [Aguilar-lbarra & Ramirez-Soberén, 2002].
Posteriormente en la misma zona, en 1994, continu6 esta actividad con la pesqueria de
Holothuria impatiens. Actualmente, se explotan estas especies de forma legal y
controlada para exportacién con base en el régimen de concesion para su proteccion.
Sin embargo, la FAO advierte que el pepino de mar es otra de las especies marinas que
esta amenazada como consecuencia de la sobre explotacion.

En las ultimas décadas, el concepto de alimentos funcionales ha ofrecido un
nuevo enfoque préctico para lograr una salud éptima mediante la fomentacion del uso
de productos naturales con beneficios fisioldgicos, reduciendo asi el riesgo de varias
enfermedades cronicas [Webb, 2006; Shahidi, 2009]. La mayoria de los alimentos
funcionales y agentes terapéuticos disponibles actualmente se deriva directa o
indirectamente, de fuentes naturales, especialmente, plantas para alimentacion terrestres
y especies marinas [Venugopal, 2009]. Debido a la rica biodiversidad oceanica, los
organismos marinos son fuente valiosa de alimentos nutritivos asi como de
componentes bioldgicamente activos en particular de péptidos bioactivos, agentes
antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos [Venugopal, 2009; Guerard et al.,
2011; Blunden, 2001].

Por otra parte la quimica de productos naturales ha sido y es una parte esencial
en la investigacion. Miles de compuestos que se conocen actualmente han sido aislados
de organismos marinos, muchos de los cuales poseen caracteristicas estructurales que
son unicas en estos organismos y son una consecuencia del ambiente marino en el cual
viven [Proksch et al., 2003].
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GENERALIDADES.
1.1.SITUACION TAXONOMICA.

1.1.1. Clase Holothuriodea.

Los pepinos de mar se caracterizan por presentar una simetria bilateral, a
diferencia de otros equinodermos que presentan una simetria pentarradial tipica.
Presentan un cuerpo en forma cilindrica (vermiforme); el area de la boca esta rodeada
por un anillo de ocho a treinta tentaculos retractiles que son usados para la
alimentacion; el ano se sitia en el extremo posterior o distal; su esqueleto esta
conformado por osiculos (espiculas) microscopicos dispersos en la pared corpérea
[Pawson et al., 2010]. A diferencia de otros equinodermos el cuerpo de los holotiridos
carece de un esqueleto externo duro. La pared corporal presenta usualmente una
consistencia de piel correosa o suave. Viven con un lado del cuerpo apoyado hacia el
sustrato que casi siempre es la superficie ventral o trivio. Cuentan con tres areas
ambulacrales y dos areas interambulacrales; también en la parte superficial dorsal o
bivio presentan dos areas ambulacrales y tres interambulacrales. Sus tallas van desde los
pocos milimetros de longitud como por ejemplo Psammothuria ganapatii que llega a
medir menos de 4 mm de longitud, hasta su contra parte que puede medir hasta 5 m de
longitud, como tal es el caso de Synapta maculata [Pawson et al., 2010].

Debido a sus habitos alimenticios los holotdridos desempefian una funcién
importante en la estabilidad del ambiente marino, ya que son los responsables de
cambiar la composicion del suelo marino [Abdel-Razek et al., 2005].

En el &mbito reproductivo los holoturidos se diferencian del resto de los
equinodermos por presentar una génada localizada dorsalmente en el interambulacro
[Sewell et al., 1997], pero al igual que estos también tienen la capacidad de reproducirse
sexual y asexualmente, dependiendo de factores ambientales y una combinacion de
caracteres como: el tamafio, disponibilidad de alimento, estabilidad del habitat,
mortalidad. Estos factores interactan entre si y forman parte de un modelo que predice
el tipo de reproduccion que presentaran [Mackey, 2001].

1.1.2. Orden Aspirochidota.

Los especimenes del orden Aspidochirotida tienen una pared corpOrea gruesay
una evidente simetria bilateral. La superficie ventral posee numerosos tubos (pies
tubulares) para su locomocion. Los pies tubulares de la superficie dorsal se modifican a
menudo para formar papilas. Los aspidochirdtidos tienen 10 a 30 (generalmente 20)
tentaculos que normalmente son peltados (es decir, cada tentaculo tiene forma de ramas
que surgen de un tallo corto central). Un collar (aro compuesto de patas tubulares
fusionadas) rodea a los tentaculos y se cierra sobre ellos cuando se retraen. El anillo
calcareo ubicado en la boca de este orden es sencillo. Los holotiridos del orden
Aspidochirotida se alimentan de residuos, generalmente materia sélida permanente,
proveniente de la descomposicion de fuentes organicas, inorganicas y de
microorganismos asociados entre protozoos y meiofauna (pequefios invertebrados que
no superan 1 mm). Utilizan sus tentaculos retréctiles para llevar el alimento a la boca
[Pawson et al. 2010]. Este orden estd conformado principalmente por las familias
Stichopodiidae y Holothuriidae. Sin embargo, la taxonomia de este grupo se encuentra
bajo revision constante debido a la diferencia existente en la ubicacion, ausencia y
presencia de diversos osiculos en los holotaridos, como por ejemplo:
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1. En la Familia Stichopodiidae existen gonadas en ambas crestas 0 mechones del
mesenterio dorsal, una en cada lado. Los osiculos presentes tienen forma de
mesa aunada con la forma de “C”. A diferencia de la Familia Holothuriidae que
también presenta génadas al costado del mesenterio dorsal, pero en este caso los
osiculos en forma de mesa que generalmente estan acompariados de osiculos en
forma de botones, discos o0 barra, en esta seccion no presenta osiculos en forma
de C.

2. En este orden existen algunas especies con dientes calcareos en la parte anal
como por ejemplo: el holotdrido Actinopyga agassizii, en contraparte de otros
especimenes que carecen de éste.

3. Otros holotdridos del mismo orden presentan osiculos en forma de mesa, asi
mismo osiculos en forma de discos reducidos a una forma de equis; carecen de
osiculos en forma de boton, disco o barra como por ejemplo los existentes en la
especie Holothuria surinamensis. Sin embargo, se ha determinado la presencia
de osiculos (en otras especies del mismo orden) en forma de mesas con osiculos
en forma de discos, donde pueden estar presentes osiculos en forma de botones o
discos.

4. Dentro del mismo orden existe la presencia de osiculos con forma de mesas
acompariadas de botones; estos dltimos son irregulares, trenzado y nudos o
regular y nudos. En otras especies se han encontrado también osiculos en forma
de mesas acompafadas por osiculos en forma de botones blandos o con forma de
discos blandos perforados.

5. En el caso del holoturido Holothuria princeps del orden Aspidochirotida se
pueden observar osiculos en forma de botones retorcidos; aunados a ello,
osiculos en forma de tachuelas grandes como también formas de mesas, estos
ubicados en los pies del holotdrido. No obstante, para el holoturido Holothuria
dakarensis no existen osiculos en forma de mesas ni de tachuelas. Pero
presentan osiculos con forma de botones regulares y con forma de botones hasta
la forma de perillas.

6. Finalmente en Holothuria lentiginosa enodis existen una combinacion de
osiculos con forma de mesas acompafiadas de botones blandos con dos lineas de
agujeros. Por otro lado, los osiculos de la Holothuria grisea: tienen forma de
mesas las cuales estdn acompafadas por discos pequefios, generalmente blandos
con 2 a 4 agujeros centrales y pequefios orificios en su contorno [Pawson et al.,
2010].

1.1.3. Familia Stichopodiidae

La familia Stichopodiidae esta conformada por holoturidos de tamafio mediano a
grande, generalmente algo cuadrados en su seccion transversal, con papilas prominentes
y aplanadas claramente por debajo de su cuerpo. Normalmente estan expuestos en la
arena o sobre los escombros. La Gltima revision de la familia fue hecha por Clark en
1922 dando las siguientes caracteristicas generales.

La forma del cuerpo es muy caracteristica debido a que la superficie ventral es
plana, con ambulacros medianos ampliamente distribuidos. Los holotdridos
pertenecientes a esta familia normalmente tienen 20 tentaculos. Las papilas de estos
holotaridos se ubican principalmente en el aparato ambulacral dorsal a lo largo de la
region latero-ventral. Estrictamente en todas las especies del género Stichopus, el
soporte de los pies esta conformado por papilas y tentaculos. Este tipo de soportes estan
ausentes en los géneros Thelenota y Astichopus. Los osiculos en forma de “C” estan
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mas presentes en especimenes de Astichopus. No presentan un anillo calcareo de
importancia a diferencia de especimenes de otras familias. Las vesiculas de Poli en los
géneros Thelenota y Astichopus son ramificadas. La placa madrepdrica es Unica y esta
siempre incrustada en el mesenterio dorsal. Las gonadas se ubican en ambas partes del
mesenterio dorsal [Clark, 1922].

En el género Thelenota las gonadas son carentes o subdesarrolladas en el lado
derecho. EIl arbol respiratorio generalmente estd conectado con el canal alimentario a
través de la rete mirabile. Por otra parte, el canal pétreo, en general, estd conectado con
la pared corporal. Generalmente en pocas especies es inexistente la presencia de tabulos
de Cuvier. Referente a los osiculos en esta familia se presentan en general las formas de
mesas y barras; aunque mayoritariamente en forma de “C”, rara vez se ubican osiculos
en forma de botones [Mortensen, 1927].

Los holotdridos son habitualmente largos con génadas en dos mechones, las
papilas se sitlan en verrugas prominentes y los osiculos de la pared corporal
generalmente tienen forma de tabla 0 mesa, acompafiados de osiculos en forma de “C” o
rosetas. Posteriormente, éstos son perdidos durante el desarrollo para ser reemplazados
por diminutas placas preformadas y barrotes asimétricos; algunas especies cuentan con
espiculas exclusivamente en forma de tablas de soporte que se muestran
dicotdmicamente ramificadas. Por Gltimo esta la presencia de granulos miliares que van
desde redondos a ovales [Thandar, 1987].

1.2.CLASIFICACION, DISTRIBUCION Y COMERCIO.

Los Pepinos de mar pertenecen al phylum Echinodermata (lo que significa que
son de piel espinosa), dentro de la clase Holothuridea [Taiyeb-Ali et al., 2003; Ridzwan,
2007; Arnold & Britles, 1989]. ElI nombre holoturiode fue asignado por el filésofo
griego Aristoteles ("holos: todo™ y "thurios: corriendo™). El nombre cientifico "Cucumis
marimus” que significa "pepino de mar" fue acufiado por Plinio (23-79 d.C.) -taxénomo
de invertebrados- [Ridzwan, 2007]. Fue dividido en tres subclases Ilamados
Dendrochirotaceae, Aspidochirotidae y Apodacea. Existen seis Ordenes bajo estas
subclases, nombradas como  Aspidochirotida, Apodida, Dactylochirotida,
Dendrochirotida, Elasipodida y Molpadiida [Conand, 2006; Ridzwan, 2007; Morgan &
Archer, 1999].

La observacion de los tentaculos orales es la forma mas coman para separar las
subclases de pepinos de mar. Por ejemplo, los pepinos marinos de la subclase
Dendrochirotacea tienen 8 a 30 tentaculos orales mientras que los pertenecientes a
Aspidochirotacea pueden tener 10-30 tentaculos orales en forma de hoja o escudo. Por
otra parte, los miembros de Apodacea pueden tener hasta 25 tentaculos orales simples o
pinnadas [Conand, 2006]. Estos equinodermos son blandos y de cuerpo cilindrico que
viven como poblaciones densas preferiblemente en el piso de las profundidades marinas
y usan sus tentaculos para fines de alimentacion [Conand, 1990; 2006; Fell, 1972].

Los pepinos de mar son un componente importante del ecosistema marino. Estan
distribuidos en todos los océanos del mundo y generalmente viven cerca de los corales,
rocas o praderas marinas en aguas someras calidas [Ridzwan, 2007; Higgins, 2000]. La
mayoria de las especies son cultivables, a las que se pueden referir como beche-de-mer,
las cuales pertenecen a dos familias (Holothuridae y Stichopodidae) y siete géneros del
Orden Aspidochirotida incluyendo Bohadschia, Holothuria (Holothuridae), Actinopyga,
Isostichopus, Stichopus, Parastichopus y Thelenota (Stichopodidae) y una especie del
orden Dendrochirotida: Cucumaria (familia Cucumariidae) [Bruckner et al., 2003].
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Se estima que existen aproximadamente 1250 especies de holoturidos, sin
embargo, recientemente, se han descrito algunas especies nuevas en el Océano Indo-
Pacifico, sobresaliente por su rica biodiversidad de la clase Holothuroidea. Ademas,
existen varias especies de pepino de mar que viven en aguas poco profundas que ain no
han sido sistematicamente identificados debido a la escasa investigacion taxonémica en
este campo [Bruckner et al., 2003]. Los nombres cientificos de algunas especies
importantes de pepinos de mar junto con su distribucion se dan en la tabla 2.

Tabla 2.- Especies de pepinos de mar y su distribucion.

Actinopyga echinites
(Jaeger, 1833)

Pacifico Sur.

Bruckner et al., 2003.

Actinopyga lecanora
(Jaeger, 1833)

Indo Pacifico Oriental y el Mar Chino

Bruckner et al., 2003.
Zulfigar et al., 2008.

Actinopyga mauritiana
(Quoy & Gaimard,1834)

Indo Pacifico, Mar Chino, Africay
Hawai.

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Actinopyga miliaris
(Quoy & Gaimard, 1833)

Pacifico Sur.

Bruckner et al., 2003.

Actinopyga obese
(Selenka, 1867)

Pacifico Central, Pacifico Occidental
y Hawai.

Clark & Rowe, 1971.

Bohadshia argus
(Jaeger, 1833)

Indo Pacifico, Sur Pacifico, Sureste y
Mar Chino.

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.
Zulfigar et al., 2008.

Bohadshia graeffei
(Semper, 1868)

Sur Pacifico, Sureste Asiatico.

Bruckner et al., 2003.

Bohadshia marmorata
(Jaeger, 1833)

Indo Pacifico, Sur Pacifico, Mar Rojo
y Mar Chino.

Bruckner et al., 2003.
Zulfigar et al., 2008.

Bohadschia paradoxa
(Selenka, 1867)

Indo Pacifico y Hawai.

Clark & Rowe, 1971.

Bohadshia vitiensis
(Semper, 1868)

Sur Pacifico, Océano indico

Bruckner et al., 2003.

Cucumaria frondosa
(Gunnerus, 1767)

Indo Pacifico Occidental, Noreste de
las costas de Escocia, Shetland y
Orkney, Atlantico Occidental.

Bruckner et al., 2003.
Hamel & Mercier, 1996.
Zulfigar et al., 2008.

Holothuria arenicola
(Semper, 1868)

Indo Pacifico y Atlantico Occidental.

Clark & Rowe, 1971.

Holothuria atra
(Jaeger, 1833)

Indo Pacifico, Sur Pacifico, Mar
Chino, Golfo Pérsico, Africa, Mar

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Rojo a Hawai.
Holothuria cinerascens Indo Pacifico, Mar Chino, Mar Rojo
(Brandt, 1835) a Hawi. Clark & Rowe, 1971.

Holothuria dificillis
(Semper, 1868)

Indo Pacifico, Mar Chino,
Mar Rojo a Hawai.

Clark & Rowe, 1971.

Holothuria edulis
(Lesson, 1830)

Indo Pacifico, Sur Pacifico,
Mar Chino, Mar Rojo a Hawai.

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Holothuria fuscogilva
(Cherbonnier, 1980)

Pacifico Sur, Océano Indico, Sureste
Asiatico.

Bruckner et al., 2003.

Holothuria fuscopunctata
(Jaeger, 1833)

Pacifico Sur,
Sureste Asiatico.

Bruckner et al., 2003.

Holothuria hilla
(Lesson, 1830)

Indo Pacifico, Mar Chino, Mar Rojo
a Hawai, Indo Pacifico, Pacifico Sur,
Golfo Pérsico.

Clark & Rowe, 1971.

Holothuria impatiens
(Forskaal, 1775)

Indo Pacifico, Golfo Pérsico, Indo
Pacifico, Mar Chino, California del
Sur, Hawéi, Caribe (México).

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Holothuria mexicana
(Ludwig, 1875)

Caribe (Venezuela)

Bruckner et al., 2003.
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Holothuria nobilis
(Selenka, 1867)

Indo Pacifico, Pacifico Sur, Mar
Chino, Sureste Asiatico, Mar Rojo a
Hawai, Africa.

Clark & Rowe, 1971.

Holothuria pardalis
(Selenka, 1867)

Indo Pacifico y Pacifico Oriental,
Mar Rojo a Hawai.

Clark & Rowe, 1971.

Holothuria pervicax
(selenka, 1867)

Indo Pacifico, Africa y Hawai

Bruckner et al., 2003.

Holothuria scarab
( Jaeger, 1833)

Africa, Mar Rojo, Mar Chino,
Pacifico Sur, Sureste de Asia, Océano
Indico

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Holothuria scraba
(Conand, 1986)

Pacifico Sur, Sureste de Asia

Bruckner et al., 2003.

Isostichopus badionotus
(Stimpson, 1857)

Este del Pacifico (USA/Canada)

Bruckner et al., 2003.

Isostichopus californicus
(Brant, 1835)

Indo Pacifico Occidental,’Africa
Oriental a Hawai, Océano Indico y
Pacifico Sur.

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Stichopus hermanni
(Semper, 1868)

Indo Pacifico Occidental, Sureste de
Asia y Pacifico Sur

Bruckner et al., 2003.
Clark & Rowe, 1971.

Stichopus japonicus
(Selenka, 1867)

Noroeste del Pacifico,
Costas de Japén

Bruckner et al., 2003.
Yamana et al., 2009.

Stichopus horrens
(Selenka, 1867)

Indo Pacifico, Pacifico Sur y Hawai

Clark & Rowe, 1971.

Stichopus mollis
(Hutton, 1872)

Nueva Zelanda, Australia, Tasmania

Bruckner et al., 2003.

Thelenota ananas
(Jaeger, 1833)

Pacifico Sur

Bruckner et al., 2003.

Thelenota anax

Pacifico Sur

Bruckner et al., 2003.

(Clark, 1921)

1.2.1. Pesca de pepino de mar

A finales de los 80, la pesca de pepino de mar habia crecido rapidamente y se
expandi6 debido a la demanda de “beche-de-mer” en el mercado internacional, apoyado
por la continua demanda de estos organismos para programas de acuicultura e
investigacion biomédica. Por ejemplo, en el mundo las tendencias mercantiles indican
un considerable incremento en el comercio de pepinos de mar, tanto en términos de
produccién como de especies capturadas. La pesca se ha ampliado considerablemente
en zonas de pesca no tradicional como: Galapagos, México y América del Norte, debido
a la gran biodiversidad esas zonas [Venugopal, 2009; Guerard et al., 2011; Blunden,
2001; Taiyeb-Ali et al., 2003].

Las especies de mayor valor comercial son por ejemplo, Holothuria nobilis, H.
fuscogilva y H. scabra que se distribuyen en aguas del Pacifico occidental y el Océano
indico. Mientras que especies como Actinopyga miliaris, A. echinites y Thelenota
ananas tienen valor comercial medio; otras como Holothuria fuscopunctata, H. atra,
Stichopus chloronotus y S. variegates son especies con menos valor comercial. La
pesqueria de Stichopus fuscus en la region del Pacifico-oriental de las Galapagos y
Ecuador es pequefia, pero creciente. La captura de Parastichopus californicus y P.
parvimensis se lleva a cabo principalmente en zonas de aguas templadas, en costas del
Pacifico oriental de América del Norte (Alaska, Oregon, California y Washington en
Estados Unidos y la Columbia Britanica, en Canada), mientras que en regiones del
Pacifico-occidental se captura Stichopus japonicus y en el Atlantico Cucumaria
frondosa (Maine, Estados Unidos y Québec, Canada) [Bruckner et al., 2003].

Un buen nimero de especies de pepino de mar estan siendo cultivadas; sin
embargo, no es suficiente, debido al nimero de especies explotadas comercialmente que
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varia ampliamente. Segun investigaciones, con motivo de la gran diversidad marina en
estas regiones, el mayor numero de especies explotadas que se ha registrado en las
regiones de Asia y el Pacifico va de 52 a 36 especies, respectivamente. Esto es debido a
la poca informacion existente en aspectos bioldgicos, ecoldgicos y poblacionales de
especies comercializables; por lo tanto, esto ha llevado que se comercialicen holoturidos
sin identificacion taxondmica. De acuerdo con los datos del comercio de beche-de-mer,
Asia y el Pacifico son los principales productores de estos. Basado en el calculo de peso
seco/humedo, se estima que la captura en las regiones de Asia y el Pacifico va de
20,000 a 40,000 t por afio [FAO, 2007].

Una parte importante en la pesca mundial (aprox. 9000 t peso humedo por afio)
es aportada por las regiones del hemisferio norte. En este contexto, las regiones de
Africa y el Océano indico, contribuyen con 2000-2500 t anuales, mientras que las
regiones de Ameérica Latina y el Caribe contribuyen con < 1000 t por afio [FAO, 2007;
Conand, 2008]. La pesca de pepinos de mar en Indonesia y otros lugares de Asia son un
segmento importante de contribucion para la mejora de la economia de las comunidades
pesqueras locales; por tanto, la captura de pepinos de mar debe ser manejada
adecuadamente para lograr asi una economia sustentable y con beneficios ecoldgicos
[Conand, 2008; Toral-Granda, 2008; Tuwo, 2004; Choo, 2008].

1.2.2. Comercio del pepino de mar.

En América Latina y el Caribe el mayor exportador de pepinos marinos es Perl
(26.1%), seguido de Ecuador (25.9%), Chile (14.1%) y Cuba (10.1%). Alrededor del
14.0% de las exportaciones provienen de paises donde la pesqueria esta prohibida como
Panama y Costa Rica [Toral-Granda, 2008]. Segun la FAO los datos de captura de
holotaridos estan disponibles Unicamente para los paises como Ecuador, México, Chile
y Nicaragua con una aportacion total de 6,035 t (peso himedo) entre 1988 y 2005 (tabla
3) [FAO, 2007; Toral-Granda, 2008].

En la mayoria de casos no existen datos oficiales con respecto a los destinos de
exportacién; sin embargo, generalmente se asume que la mayoria de la captura se
realiza para cumplir con las demandas del mercado asiatico que comprende regiones del
oriente y sureste asiatico. De las 52 especies explotadas comercialmente, la mayoria son
especies de mares tropicales y subtropicales, pertenecientes a las familias Holothuridae
y Stichopodidae, incluyendo los géneros Actinopyga, Bohadschia, Stichopus y
Holothuria [Choo, 2008].

Durante los afios 2000 y 2005, Indonesia y Filipinas fueron los mayores
importadores de pepino de mar de la clase Holothuroidea. En promedio, casi el 47 % de
los desembarques anuales de todo el mundo son de esta clase, con un promedio de 2,572
t (peso humedo) por afio. Japon como el mayor productor de Astichopus japonicus
produjo un promedio de 8101 t por afio en el periodo 2000 a 2005 [Choo, 2008].

Con excepcion de China, donde la mayor parte de la produccion de pepino de
mar proviene de la acuicultura (aprox. 10,000 t peso seco/afio), en otros paises asiaticos
la produccion se deriva principalmente de la captura [Choo, 2008], con el problema que
representa la sobreexplotacion. Excluyendo Japon, otros paises Asiaticos generalmente
son deficientes en practicas de manejo para la conservacién de pepino de mar. Ademas,
la falta de estadisticas precisas, la pérdida de hébitat, el calentamiento global y el
consumo excesivo Yy descontrolado son algunas de las otras amenazas para mantener el
recurso [Choo, 2008].
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Tabla 3.- Volumen de capturas de pepino de mar (toneladas) para Chile, Ecuador,
México y Nicaragua, comparacion del tonelaje total reportado mundialmente.

Afo. | Nicaragua. | Ecuador. | México. | Chile. | Total Captura | Porcentaje
en la mundial | dela
region. | total. region.

1988 | - 3 - - 3 19,905 0.02

1989 | - 10 - - 10 17,467 0.05

1990 | - 12 - - 12 19,976 0.06

1991 |- 29 - - 29 21,790 0.15

1992 | - 152 - 273 389 20,892 1.95

1993 | - 12 - 13 25 19,348 0.13

1994 | - 12 - 4 16 24,505 0.08

1995 | - 12 - 106 118 24,050 0.59

1996 | - 12 - 115 127 26795 0.64

1997 |- 15 - 1 16 24,672 0.08

1998 | - 15 271 30 316 22,004 1.59

1999 | - 15 234 108 357 20,462 1.79

2000 | - 15 426 1510 [ 1951 24,509 9.80

2001 | - 15 481 107 603 20,431 3.03

2002 | - 15 290 106 411 23,445 2.06

2003 | - 15 285 307 607 28.085 3.05

2004 | - 15 265 2234 | 514 27,540 2.58

2005 |51 15 312 153 531 26,002 2.67

Total | 51 389 2564 3031 [ 6035 411,878 1.46

Fuente: FAO pesca y acuicultura, servicio de informacion y estadistica (2007).

El tipo de especie, el tamafio del animal seco, el grado de humedad (de los
productos procesados), asi como la época de comercializacion en el afio, son los
factores importantes que determinan el precio de los productos de pepinos de mar. Por
ejemplo, generalmente los precios aumentan del 20 a 30% justo antes del afio nuevo
lunar chino [Clarke, 2002].

El promedio anual en los precios de las exportaciones de trepang en Indonesia
durante 1996 a 2002 fue de 15.06 dlls’kg a 144 dlis/kg, sin embargo, estos precios
varian enormemente dependiendo de la especie y las especificaciones del producto
[Tuwo, 2004].

Ademas, dentro de la actividad comercial para destino alimentario, quizas sean
millares de pepinos de mar que se comercializan por la industria pesquera; sin embargo,
la informacion sobre especies, sus cantidades exactas y los paises de origen son
raramente accesibles [Bruckner et al., 2003].

1.3.VALOR ALIMENTICIO Y NUTRIMENTOS IMPORTANTES.

Existen varias especies de pepino de mar recolectables y cultivables
(acuacultura), entre ellas 20 especies con alto valor econdmico y alimentario. Los
pepinos de mar, normalmente procesados se tranforman a un producto seco que se
conocen como “béche-de-mer” o “Trepang”, valorado como un importante alimento
marino ampliamente consumido, particularmente en paises asiaticos como China, Jap6n
y Asia del Sur [Chen, 2004]. Su valor econdmico depende de varios factores como: la
especie, grosor de la pared corporal, apariencia, color, olor, comercializacion y demanda
de mercado [Wen et al., 2010]. Desde el punto de vista nutricional, los pepinos de mar
tienen un impresionante perfil nutrimental, conformado por vitamina A, vitamina B1
(tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina) y minerales (calcio,
magnesio, hierro y zinc) [Chen, 2003; Ridzwan, 2007].
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La composicion proximal de los pepinos de mar (frescos) puede diferir en mayor
medida dependiendo de la especie, las variaciones estacionales y los regimenes
alimenticios de la especie. Datos generales reportados en la literatura revelan que el
contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas y carbohidratos en el pepino de mar
fresco varia de 82.0 a 92.6, de 2.5 a 13.8,de 0.1 a 0.9, de 1.5 a 4.3 y de 0.2 a 2.0%,
respectivamente [Mehmet et al., 2011]. Los pepinos de mar comercialmente procesados
son una rica fuente de proteinas en comparacion con la mayoria de los alimentos
marinos utilizados hoy en dia. Wen et al. investigaron la composicion quimica y
nutricional de ocho especies de pepino de mar procesados para su comercializacion y
encontraron que el contenido proteinico varia de 40.7 a 63.3%. Los pepinos de mar
examinados en el estudio excepto por Thelenota anax y Actinopyga caerulea tuvieron
niveles bajos de grasa (0.3-1.9%) mientras que el contenido de cenizas fue
notablemente alta (15.4-39.6%) [Wen et al., 2010]. Segun Chen, el pepino de mar seco
puede contener hasta un 83% de proteina y se vende como nutracéutico en forma
laminas o en capsulas [Chen, 2003].

Los pepinos de mar contienen una interesante combinacion de valiosos de
aminoéacidos; siendo la glicina el componente principal (aprox. 5.57-12.5 g/100 g peso
himedo) en casi todas las especies identificadas. Ademas de acido glutdmico (4.69-
7.31 g/100 g peso humedo), acido aspartico (3.48-5.06 g/100 g peso humedo), alanina
(2.95-5.77 g/100 g peso humedo) y arginina (2.71-4.95 g/100 g peso himedo) [Wen et
al., 2010]. Otra caracteristica importante de la composicién de aminoacidos del pepino
de mar es su baja proporcion de lisina/arginina junto con el alto contenido de
aminoéacidos esenciales (AAEs) debido a la presencia de una cantidad considerable de
treonina, tirosina y fenilalanina [Wen et al., 2010]. Los efectos hipocolesterolémicos
presentados por la baja proporcion de lisina/arginina han sido documentados. El
contenido de amino&cidos totales (AATS) (33.32-54.139/100g peso humedo) [Wen et
al., 20101, asi como el de acidos grasos, es similar entre especies, pero ambos nutrientes
asi como polisacéridos y glicosidos se encuentran en mayor proporcién en el intestino.

Las proporciones de aminoacidos esenciales y no esenciales son bastante
cercanos al patrén ideal sugeridos por la FAO/OMS [Yuan et al., 2010], lo que confiere
un alto valor nutritivo a los pepinos de marinos.
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ANTECEDENTES.

Durante las Ultimas tres o cuatro décadas se han dedicado muchos esfuerzos al
aislamiento de numerosos compuestos bioldgicamente activos de nuevas fuentes
marinas. Muchos de estos compuestos naturales son de gran interés en el desarrollo
potencial de diversas aplicaciones industriales, especialmente, productos farmacéuticos,
agroquimicos, alimentos funcionales y nutracéuticos [Venugopal, 2009]. Los pepinos de
mar son animales con alto valor potencial medicinal y alimentario. Las propiedades
medicinales de estos animales son atribuidas a la presencia de componentes con
maultiples actividades bioldgicas prometedoras.

Una gran cantidad de proteina de buena calidad en el pepino de mar esta
vinculada con sus efectos benéficos contra los niveles de triglicéridos séricos [Taboada
et al., 2003]. Las proteinas de pepino de mar, especialmente producidas en la pared
corporal, son ricas en acido glutamico, glicina y arginina. La glicina y el acido
glutdmico son componentes esenciales para las células en la sintesis de glutation que
puede estimular la activacion y proliferacion de células NK (linfocitos pertenecientes
al sistema inmunitario). La presencia de arginina puede mejorar la inmunidad celular,
promoviendo la activacion y proliferacion de células T (linfocitos T). Debido a estos
componentes, los pepinos de mar tienen una funcidon notable en la regulacion del
sistema inmune [Zhao et al., 2008]. Aproximadamente el 70 % de proteina de la pared
corporal del pepino de mar esta compuesta de colageno. El colageno es conocido como
un componente valioso en los tejidos conectivos [Rafiuddin et al., 2004; Saito et al.,
2002]. Tambien, puede ser convertido cuando se desnaturaliza por ebullicion, para
actuar como una sustancia bioactiva funcional (grenetina) [Zhao et al., 2007].

Una cantidad considerable de compuestos fendlicos y depuradores de radicales
libres estan presentes en pepinos de mar [Althunibat et al., 2009; Mamelona et al.,
2007]. Athunibat et al. investigaron que los extractos acuosos derivados de los pepinos
de mar (Holothuria leucospilota, H. scabra, Stichopus chloronotus) contienen una
cantidad significativa de compuestos fendlicos [Althunibat et al., 2009]. Asi mismo, en
otro estudio realizado por Mamelona et al., reportaron la presencia de fenoles y
flavonoides en Cucumaria frondosa [Mamelona et al., 2007].

Segun Fredalina et al. los acidos grasos de las fracciones lipidicas del pepino de
mar, son los componentes claves para la reparacion de tejidos y curacién de heridas
surgidas en este animal marino. Los &cidos miristico (C14:0), palmitico (C16: 0),
estearico (C18: 0), linoléico (C18:0), araquidico (C20:0), eicosapentaenoico (C20:5,
EPA) y &cido docosahexaenoico (C22:6, DHA), extraidos de Stichopus chloronotus
utilizando metanol, etanol, solucién amortiguadora de fosfato (PBS) y agua destilada,
variaron ampliamente con respecto a los sistemas de extraccion utilizados [Fredalina et
al., 1999].

A diferencia de los aceites vegetales que tienen en su mayoria acidos grasos con
namero par de carbonos, los holotaridos presentan una cantidad considerable de acidos
grasos con un numero impar de carbonos como por ejemplo: C15:0, C17:0, C19:0,
C21:0 y C23:1 [Wen et al., 2010]. Generalmente, el acido palmitico (C16: 0), acido
eicosenoico (C20:1 [A-9]) y acido araquidénico (C20:4 [A-6]) son los componentes
mayoritarios entre los a&cidos grasos saturados (AGS), acidos grasos de monoinsaturados
(AGMI) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI), presentes en casi todas las especies de
pepinos de mar estudiados [Wen et al., 2010].

Las especies de pepinos de mar estudiadas [Wen et al., 2010] en contraste con
las especies de las regiones abisales, tropicales y templadas [Svetashev et al., 1991;
Drazen et al., 2008] mostraron mayores cantidades de AGI y AGMI pero menor
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contenido de AGPI. Las variaciones de acidos grasos entre especies diferentes de
pepinos de mar asi como de las diferentes regiones son comprensibles y podrian estar
vinculadas a factores como la dieta, las condiciones climaticas del habitat natural y los
regimenes de tratamiento en la post-captura, especialmente la temperatura de secado
[Taboada et al., 2003]. Con fines comerciales, una vez que los pepinos de mar son
capturados, estos son usualmente eviscerados, hervidos y posteriormente secados
[Bruckner et al., 2003].

Entre los &cidos grasos poliinsaturados de pepinos de mar, el &cido araquiddnico
(AA, C20:4 n-6) se detect6 como el componente principal (con cantidades
relativamente méas altas) en casi todas las especies tropicales [Svetashev et al., 1991;
Drazen et al., 2008]. Los beneficios medicinales del AA como precursor de
eicosanoides y como componente principal de los fosfolipidos en la membrana celular,
son bien conocidos. Se sabe que juega un papel potencial en la coagulacion de la sangre
y en el proceso de cicatrizacion [Gil, 2002; Mat et al., 1994]. Esto sustenta la utilizacion
de pepinos de mar como remedio tradicional para quemaduras y heridas en Asia
[Fredalina et al., 1999]. Especialmente en varias especies de pepinos de mar de regiones
tropicales y zonas abisales la presencia de acido eicosapentaenoico (EPA) y é&cido
docosahexaenoico (DHA) es considerable [Svetashev et al., 1991; Drazen et al., 2008].
Medicinalmente son importantes ya que estos dos acidos grasos de cadena larga estan
asociados con la reduccién en la incidencia de enfermedades cardiacas y algunos tipos
de cancer [Harper & Jacobson, 2005; Roynette et al., 2004].

Otra clase de compuestos presentes en los pepinos de mar son las saponinas,
comunmente identificados como holoturinas. Las caracteristicas estructurales de estos
compuestos son bastante similares a los bioactivos de Ganoderma lucidum, Panax
ginseng y otras hierbas tonicas medicinalmente populares [Chen, 2003]. Estos han
mostrado un amplio espectro de efectos bioldgicos tales como actividades hemoliticas,
citostaticas y anticancerigenas [Tian et al., 2005; 2007; Kaswandi et al., 2004; Van
Dyck et al., 2010; Caulier et al., 2011]. Ademas, un estudio reciente revel6 que la dieta
rica en saponinas de holotdridos ayud6 a la actividad preventiva de la esteatosis
hepética en ratas [Hu et al., 2010].

Los pepinos de mar son ricos en glicosidos [Silchenko et al., 2007],
particularmente los glicésidos triterpénicos de los cuales se ha comprobado que tienen
actividades antitumorales y antimicéticas [Hedge et al., 2002; Zhang et al., 2004; Zou et
al., 2005; Kalinin et al., 2005; 2008; Sun et al., 2008; Antonov et al., 2009; Han et al.,
2009a; 2009b; Zhang et al., 2006; Kitagawa, 1979]. También se sabe que tienen lectinas
[Gowda et al., 2009; Himeshima et al., 1994], cerebrésidos [lkeda et al., 2009; Lu et
al., 2009], glicosaminoglicanos [Kariya et al., 1997; Liu et al., 2002; Wu et al., 2010],
esteroles, acidos grasos omega-6 y omega-3 (EPA y DHA) [Goad et al., 1985; Findlay
et al., 1984; Findlay & Daljeet, 1984].

Recientemente, de Holothuria leucospilota se aislaron tres nuevos gangliosidos
capaces de estimular el crecimiento de células nerviosas en ratas de laboratorio. Los
investigadores revelaron que moléculas similares también estan presentes en otras
nueve especies del pepino de mar, asi como en los huevos de erizos de mar [Yamada et
al., 2001]. Una serie de compuestos bioactivos importantes identificados en diferentes
especies de pepino de mar se da en la tabla 4 mientras que las estructuras quimicas
disponibles para algunos de estos son representadas en la figura 1.
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Tabla 4.- Tipos de compuestos bioactivos aislados de diferentes especies de

holot(ridos.

Compuesto Especie de holoturido. Referencia.
bioactivo.
Acido ngg\t}:g\;la\;lagiacando Stichopus japonicus 1. Lu & Wang, 20009.
Glicoproteinas Mensamaria intercidens 1. Wuetal. 2000
1. Antonov et al., 2009;
Achlionice violaecuspidata [1] 2. Hanetal., 2009a.
Actinopyga echinites [14] 3. Hegde et al., 2002.
Actinopyga agassize [6] 4. Huetal., 2010.
Cucumaria frondosa [9] 5. Kaswandi et al., 2004.
Cucumaria echinata [8] 6. Kerr & Chen, 1995.
Holothuria atra [14] 7. Kitagawa, 1979.
Holothuria fuscocinerea [16] 8. Miyamoto et al., 1990.
Glicsidos triterpénicos Holothuria floridea [6] 9. Roginsky et al., 2004.
Holothuria impatiens[10] 10. Sunetal., 2008.
Holothuria leucospilota [2,7,14] 11. Tianetal., 2005.
Mensamria intercedens [17,18] 12. Tianetal., 2007.
Pearsonothuria graeffei [4,14] 13. Tong et al., 2005.
Pentaca quadrangularis 14. Van Dyck et al., 2010.
[11,12,13,15] 15. Zhang et al., 2004.
Stichopus badionotus[5] 16. Zhang et al., 2006.
Thelenota ananas [3] 17. Zou et al., 2003.
18. Zou et al., 2005.

Glicosidos triterpénicos
sulfatados

Psoluspatagonicus[2]
Staurocucumis liouvillei [1]

Maier et al., 2001.
Murray et al., 2001.

Cerebroésidos

Bohadschia argus [1]
Stichopus variegatus[2]

Ikeda et al., 2009.
Sugawara et al., 2006.

Sulfatos de Condroitina
(Fucosilados)

Ludwigothurea grisea

Mourao et al., 1998.

Glicosaminoglicanos

Metriatyla scabra [2]
Stichopus japonicus [1]
Thelenota anana [3]

Kariya et al., 1997.
Liu et al., 2002.
Wau et al., 2010.

Polisacaridos sulfatados

Holothuria leucospilota [1]
Ludwigothurea grisea [2]

Beutler et al., 1993.
Mourao & Pereira, 1999.

Holothuria atra [3]

Gowda et al., 2009.
Himeshima et al., 1994.

Lectinas Holothuria scabra [1,4,5] Mojica & Merca, 2004.
Stichopus japonicus [2] Mojica, 2005a.
Mojica, 2005b.
Esteroles Cucumaria frondosa [1,2] Findlay & Daljeet, 1984.

(Glicésidos sulfatos)

Psolus fabricii [3]

Findlay et al., 1984
Goad et al., 1985.

Péptidos bioactivos
(Proteinas hidrolizadas)

Cucumaria frondosa [1]
Acaudina molpadioidea [3,4]
Stichopus japonicus[2]

PR ODEROORMONERINEONE 2 (MEINE

Beauregard et al., 2001.
Saito et al., 2002.
Zhao et al., 2007
Zhao et al., 2008.

Holothuria scabra [1]

Fenoles v flavonoides Holothuria leucospilota [1] 1. Althunibat et al., 2009.
y Stichopus chloronotus [1] 2. Mamelona et al., 2007.
Cucumaria frondosa [2]
OllgogI|}:95|dos Cucumaria okhotensis 1. Silchenko et al., 2007.
triterpénicos
Actinopyga echinites
Sapogeninas esteroidales Actinopyga miliaris 1. Jawahar et al., 2002.

Holothuria atra
Holothuria scabra
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Acidos grasos
poliinsaturados:
acido araquiddnico
(AA C20:4, n-6),
acido eicopentanoico
(APE C20:5 n-3),
Acido docosahexaenoico
(DHA C22:6 n-3).

Actinopyga caerulea [3],
Actinopyga mauritiana [3]
Bohadschia argus [3]
Holothuria fuscogilva [3]
Holothuria fuscopunctata [3]
Holothuria mammata [2]
Holothuria polii [2]
Holothuria tubulosa [2]
Stichopus chloronotus [1]
Stichopus herrmanni [3]
Thelenota ananas [3]
Thelenota anax [3]

1. Fredalinaetal., 1999.
2. Mehmetetal., 2011.
3. Wenetal., 2010.

Figura 1.- Estructuras quimicas de algunos de los compuestos bioactivos identificados

en holoturidos.
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(c) Achlionicedsidos Al, A2, y A3 [Antonov et al., 2009]

CHZOSO3Na
OH
OH
HO
CH,OH CH,0S0;Na A2=R MH
o)
A3 = R,%\)l\(
OH
OH OH

(d) Scabrasido A, B y Hemoiedemosido A [Han et al., 2009b]

R

HO,,

o OH
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(F) Holothurina B [Kitagawa, 1979].

(g) Patagonicésido A [Murray et al., 2001].

i OH
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OH
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(i) Frondosido A [Janakiram et al., 2010].

OH
MeGle o  Xilll OR

(J) Holothurina A [Chanley et al., 1959].

o_o OH \
ﬁ "0,S0 > ¢:0
0,50
OH

R1=65% SO3-;35%H
R2=16% SO3-; 84% H
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(I) Cerebrésidos [Ikeda et al., 2009]

(CH2)mCH3

CE-2 :m= 19,20,21; n=no identificado
CE-2b (1) :m= 19, n=18

CE-2c¢ (2) :m= 20, n=8

CE-2d (3) :m=21, n=8

(CH2)n
Y\CHS

H CHj

Ademas del alto valor nutritivo, los pepinos de mar han sido durante mucho
tiempo reconocidos en la medicina tradicional de los paises asidticos [Chen, 2003;
Mourao et al., 1996; Poh-Sze, 2004; Ming, 2001]. Los principales beneficios
medicinales y las multiples propiedades bioldgicas del pepino de mar son motivo en la
investigacion biomédica moderna. Los cientificos creen que los extractos de pepinos de
mar son beneficiosos para la salud humana de diferentes maneras y pueden ayudar a
reducir el crecimiento de células cancerigenas [Althunibat et al., 2009; Liu et al., 2009].
Recientemente, varias empresas farmacéuticas en Australia iniciaron el estudio de
pepinos de mar como antiinflamatorio [Mehmet et al., 2011]. Ademéas de los usos
medicinales, existe una también demanda de pepino de mar como alimento afrodisiaco
para mejorar el rendimiento sexual [Mehmet et al., 2011; Fredalina et al., 1999].

Se describen a continuacién los atributos bioldgicos importantes y beneficios
medicinales de los pepinos de mar, de acuerdo con reportes en la literatura.

1. Antiangiogénico.

Los pepinos de mar se han convertido en una fuente potencial de agentes
antiangiogénicos y antitumorales de interés médico. Estudios recientes en Pentacta
quadrangularis revelaron el potencial antiangiogénico y anticarcinogénico de los
philindspidos A [Tong et al., 2005] y E [Tian et al., 2005] aislados de este pepino de
mar contra ciertas células cancerigenas.

2. Anticancerigenos y antiproliferativos.

Se ha reportado que los pepinos de mar contienen varios compuestos con
propiedades anticancerigenas y antiproliferativas.

La actividad anticancerigena de tres glicésidos triterpénicos, denominados
intercedénsidos A, B y C aislados de Mensamaria intercedens ha sido evaluada por Zou
et al. [2003]. Sus estructuras fueron elucidadas mediante métodos espectroscopicos de
RMN vy espectrométricos ESI-MS. Los compuestos triterpénicos demostraron tener
propiedades citotoxicas contra lineas de células tumorales humanas como agentes
potenciales anticancerigenos.

Los extractos del pepino de mar Stichopus japonicus, obtenidos mediante el
tratamiento con agua caliente fueron analizados por su efectos en la proliferacién y la
susceptibilidad de células de adenocarcinoma de colon humano (Caco-2 con H,0,)
[Ogushi et al., 2005]. El crecimiento de células Caco-2 se inhibié significativamente
con el tratamiento del extracto. En otro estudio, bases esfingoides de cerebrosidos del
pepino de mar Stichopus variegatus mostraron efectos citotdxicos contra las lineas
celulares de cancer de colon humano, células DLD-1, WiDr y Caco-2 [Sugawara et al.,
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2006]. Se sugirio que en la dieta, los esfingolipidos obtenidos del pepino de mar podrian
servir como componentes funcionales para reducir la incidencia de cancer de colon.

Silchenko et al. [2007] Estudiaron la actividad anticancerigena de tres glicosidos
triterpénicos, los okhotdsidos B1, B2 y B3, aislados de Cucumaria okhotensis, junto con
el fronddsido A, el cucumaridsido A2-5 y el koredsido A. Estos compuestos mostraron
actividad contra células HeLa y THP-1. Del mismo modo, el fronddsido A, obtenido de
Cucumaria frondosa del Atlantico, mostro actividad inhibitoria en el crecimiento de
células cancerosas de pancreas [Li et al., 2008a; 2008b].

Althunibat et al. examinaron los efectos de los extractos acuosos y organicos de
tres especies (Holothuria leucospilota, Holothuria scabra, Stichopus Chloronotus) de
pepino de mar sobre el crecimiento de dos células de cancer humano, 549 (carcinoma de
pulmén) y C33A (células de cancer cervical), mediante el uso del ensayo MTT. La
actividad anticancerigena y antiproliferativa de los extractos de holotdridos podrian
atribuirse a la presencia de cantidades considerables de polifenoles y flavonoides que
son valoradas como antioxidantes eficaces para proteger en contra del estrés oxidativo y
enfermedades degenerativas, incluyendo ciertos tipos de cancer [Althunibat et al.,
2009].

Janakiram et al. [2010] evaluaron la actividad anticancerigena del glicolipido
frondanol A aislado de Cucumaria frondosa contra cancer de colon en ratas inducido
por azoximetano. EI compuesto exhibié buena actividad inhibidora del crecimiento, y
apoptotico en lineas celulares HCT-116.

Dos glicosidos triterpénicos sulfatados, holoturina A (HA) y 24-
dehidroechinosido A (DHEA), han sido aislados de la especie de pepino de mar
Pearsonothuria graeffei por Zhao et al. [2010]. Ambos glicésidos exhibieron una
considerable actividad anti-metastasis in vitro e in vivo.

3. Anticoagulante

Las propiedades anticoagulantes del pepino de mar Ludwigothurea grisea se han
vinculado con la presencia del sulfato de condroitina fucosilada, una especie de
polisacarido sulfatado, en la pared corporal de este animal marino. Mulloy et al. [2000]
investigaron el sulfato de condroitina fucosilada (SCF), aislada del pepino de mar,
encontrando que presenta potente actividad como anticoagulante que podria atribuirse a
su capacidad para iniciar la inhibicién de trombina por cofactor Il de heparina. Ademas,
de la fuerte actividad anticoagulante del SCF, el sulfato de condroitina no presenta
efectos secundarios, y eso hace que este polisacarido sea una molécula fascinante para
las aplicaciones potenciales en las pruebas experimentales en la trombosis | a nivel
clinico.

Derivados del sulfato de condroitina fucosilada a través del proceso de
despolimerizacion se han obtenido del holotdrido (Thelenota ananas); Wu et al. [2010]
demostraron tener actividad anticoagulante dependiente al peso molecular.

4. Efecto antifatiga y funciones inmunes.

Liu et al. [2009] estudiaron el liquido celébmico obtenido del pepino de mar,
mediante el analisis de las funciones inmunitarias y antifatiga, midiendo el tiempo de
natacion, acido lactico en sangre y glucogeno hepatico en ratones. El resultado sustentd
que el liquido celémico de pepino de mar tiene un notable efecto antifatiga.

Los compuestos bioactivos del pepino de mar Stichopus japonicus (“trepang”)
cultivado y su efecto contra la fatiga en ratones han sido descritos por Li et al. [2010]
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como &cidos mucopolisacaridos, colageno, aminoacidos y lipidos. Basandose en estos
resultados, se puede concluir que el “trepang” tiene una apreciable actividad antifatiga.

5. Antihipertension e inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
Zhao et al. [2007] investigaron el efecto antihipertensivo, y posteriormente
purificaron un péptido inhibidor de ECA obtenido del colageno hidrolizado de
Acaudina molpadioidea. En otro estudio, Zhao et al. [2009] aislaron un nuevo péptido
inhibidor de ECA del colédgeno hidrolizado obtenido de Acaudina molpadioidea
utilizando diversas técnicas cromatograficas como son la exclusion molecular,
intercambio i6nico y HPLC en fase reversa para aislar un decapéptido con gran
potencial inhibitorio de ECA. Probado en dosis de 3 pumol/kg demostré un notable
efecto antihipertensivo en ratas espontdneamente hipertensas (RHS).

Las actividades antihipertensiva y antioxidante (in vitro) de extractos acuosos y
los productos hidrolizados con alcalasa de piel, musculo, tracto digestivo y vias
respiratorias del pepino de mar (Cucumaria frondosa) preparados y procesados de
diferentes maneras fueron analizadas y comparadas por Hamaguchi et al. [2010].

6. Antiinflamatorios.

Diferentes estudios apoyan que el pepino de mar posee una potente actividad
antiinflamatoria. En un estudio in vivo, Whitehouse y Fairlie [1994] alimentaron ratas
(machos y hembras) con SeaCare (suplemento alimenticio marino) compuesto por
extractos secos de determinadas especies de holoturidos: 95% m/m de pepinos marinos
(Holothuria nobilis, Holothuria axiologa y Stichopus variegatus) y 5% m/m de plantas
marinas (Sargassum pallidum). Los atributos antiinflamatorios probados en ratas dieron
como resultado que el suplemento probado presenta accion antiinflamatoria en ambos
sexos de ratas, aunque menor que la aspirina (compuesto de referencia), contra la
inflamacion aguda inducida por carragenina. En un programa de dosis diarias, el
suplemento alimenticio mostré actividad antiinflamatoria contra la artritis inducida por
adyuvante en ratas.

Herencia et al., [1998] evaluaron la actividad antiinflamatoria de extractos de
Holothuria tubulosa, Leptogorgia ceratophyta, Coscinasterias tenuispina y Phallusia
fumigata obtenidos con diclorometano y metanol. Los resultados mostraron que ambos
extractos, fueron efectivos para disminuir la actividad de la ciclooxigenasa en tejidos
inflamados de ratones sin modificar la enzima ciclooxigenasa considerandolos como
una fuente marina de nuevos agentes antiinflamatorios.

7. Antimicrobianos y antiflngicos.

Extractos de pepino de mar han sido probados como potenciales agentes
antimicrobianos en varios estudios. Las actividades antibacterianas y antifingicas de
extractos alcoholicos de Actinopyga echinites, Actinopyga miliaris, Holothuria atra y
Holothuria scabra han sido estudiadas por Jawahar et al., [2002]. Los resultados
mostraron actividad contra cepas de Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi y Vibrio ricque y Aspergillus sp. EIl potencial antimicrobiano
de estos extractos puede atribuirse a la presencia de agentes antimicrobianos,
probablemente por saponinas esteroidales. Por tanto, el uso de pepinos de mar, como
fuente potencial, para el aislamiento de agentes antimicrobianos puede ser sugerido. En
otro estudio, Ridzwan et al., [1995] evaluaron la actividad antibacteriana de extractos de
pepinos de mar cultivados (acuacultura) de las zonas costeras de Sabah (Malasia)
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mediante ensayos in vitro. Segun los resultados obtenidos de ambos extractos, la
fraccion lipidica y la metanolica de las especies Holothuria scabra, Holothuria atra y
Bohadshia argus no mostraron una considerable accion antibacteriana.

La actividad antimicrobiana de los extractos de diferentes partes del cuerpo de
Cucumaria frondosa, la estrella de mar Asterias rubens, y el erizo de mar
Strongylocentrotus droebachiensis han sido examinado por Haug et al., [2002]. La
amplia variacion de actividad bioldgica entre los extractos sugiere la existencia de una
variedad de sustancias con actividad antimicrobiana. Por lo tanto, los equinodermos
marinos pueden ser explorados como fuente natural sustentable para el descubrimiento
de nuevos compuestos antibidticos.

El extracto metandlico de Actinopyga lacanora y las holoturinas A y B aisladas
del mismo, mostraron una prometedora actividad antiflngica, in vitro, contra 20
aislamientos fangicos y las cepas ATCC [Kumar et al., 2007].

Los extractos crudos de Holothuria polii han demostrado actividad antifingica
contra hongos y levaduras como Aspergillius fumigatus, Trichophyton rubrum
dependientes de la concentracién como describio Ismail et al., [2008].

Algunos glicésidos triterpénicos, aislados de Psolus patagonicus como el
patagonicosido A y su glicdsido desulfatado (ds-patagonicésido A), mostraron actividad
antifngica de patagonicdsido A contra los hongos Fusarium oxysporum, Cladosporium
fulvum y Monilia sp., en comparacion con el potente antifungico comercial
(Terbinafina) [Muniai et al., 2008]. Yuan et al., [2009] también reportaron actividad
antifungica de los glicésidos triterpénicos, 17a-hidroxiimpatiénsido A, marmorat6sido
marmorata.

La resistencia de bacterias a los medicamentos sintéticos comunmente utilizados
(antibacterianos y antiflngicos) es cada dia mas comun como resultado de terapias a
largo plazo. Basado en el potencial antimicrobiano revelado por estos estudios, seria
interesante explorar los holotdridos como fuentes naturales para el aislamiento de
agentes antimicrobianos novedosos para el desarrollo de nuevos medicamentos contra
las enfermedades infecciosas.

8. Antioxidantes.

Actualmente, el uso de plantas o compuestos naturales marinos con actividad
antioxidante han ganado un alto reconocimiento debido a sus funciones potenciales en
la salud y sus multiples propiedades bioldgicas. Miles de especies de plantas ya han sido
investigados por sus posibles propiedades antioxidantes, sin embargo, debido a la falta
de exploracion, ain queda mucho por hacer en el caso de organismos marinos
[Venugopal, 2009; Blunden, 2001]. El pepino de mar es uno de los organismos marinos
que pueden ser explorados como una fuente potencial de antioxidantes valiosos
[Althunibat et al., 2009].

El potencial antioxidante del pepino de mar Cucumaria frondosa fresco y seco
rehidratado, con o sin 6rganos internos ha sido evaluado por Zhong et al., [2007]. Los
resultados mostraron que los ejemplares rehidratados, especialmente aquellos con
Organos internos, poseen una mayor actividad antioxidante que sus contrapartes frescas.
Zeng et al., [2007] informo la actividad antioxidante presente en colageno hidrolizado
de Paracaudina chilensis. La actividad antioxidante de péptidos derivados de pepino de
mar ha sido confirmada por Chenghui et al., [2007]. Los resultados mostraron que
péptidos, con peso molecular de 1000 ~ 3000 Da, exhibieron altos efectos antioxidantes
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y reduccion de radicales libres en ensayos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
incluso mayor que el control positivo, la Vitamina E.

En otros estudios se ha demostrado que el liquido celémico de pepino de mar es
una buena fuente de compuestos antioxidantes [Hawa et al., 1999; Dolmatova et al.,
2004].

9. Antitrombotico.

Se compararon las actividades anticoagulantes y antitromboticas del
glicosaminoglicano despolimerizado (GDH-1) y un fragmento del glicosaminoglicano
despolimerizado (FGAG) de Stichopus japonicus contra heparina no fraccionada (HNF)
y heparina de bajo peso molecular (HBPM) por Suzuki et al., [1991]. En general el
GDH en dosis superiores de 0.3 mg/kg i.v. impidieron significativamente la muerte de
ratones tratados con trombina (800 U/kg i.v.). En las mismas condiciones, FGAG, la
HNF y la HBPM impidieron la muerte de ratones en dosis superior a 0.3, 0.3 y 0.6
mg/kg i.v., respectivamente. Estos resultados sugieren que el derivado del pepino de
mar (GDH-1) es un agente antitrombotico prometedor con propiedades anticoagulantes
muy diferente de la HNF o HBPM.

Otro estudio por Li et al., [2000] revel6 efectos antitrombdticos de derivados
glicosaminoglicano (GAG) de holoturidos. Los resultados de este estudio revelaron que
GAG actia principalmente en la ruta intrinseca de la coagulacién de la sangre
demostrando asi una funcién analoga al dermatan sulfato, tanto en términos de eficacia
y en mecanismo de antitrombina. Las conclusiones de estos estudios sugieren que el
derivado del pepino de mar, GAG, posee actividad anticoagulante in vivo y puede
utilizarse como un farmaco prometedor para el tratamiento antitrombatico.

10. Antitumoral.

Los pepinos de mar contienen una variedad de ingredientes antitumorales. Estos
componentes bioactivos desempefian papeles importantes en diferentes etapas de
tumores: desarrollo, progresion y metastasis. La exploracion de ingredientes activos
antitumorales de los pepinos de mar podria abrir oportunidades para descubrir a nuevos
agentes procedentes de fuentes marinas para el tratamiento clinico de tumores [Zhang &
Lu, 2010]. Los glicosidos triterpénicos, como los son, los holothurinésidos A, B, C y D,
asi como la desholothurina A (intermediario sintético) del pepino de mar Holothuria
forskali, muestran una considerable actividad antitumoral [Rodriguez et al., 1991]. Los
holothurinosidos A y B fueron los primeros pentasacaridos no sulfatados aislados de
equinodermos marinos, mientras que los holothurinésidos C y D contienen dos y cuatro
azUcares, respectivamente. Los holothurindsidos A-D y saponinas relacionadas
estructuralmente han mostrado actividades antitumorales y antivirales. Los
holothurinésidos A y desholothurina A han presentado mayor efectividad antitumoral
contra lineas celulares P388 con valores 1Csq de 0,46 y 0.38 mg/mL, respectivamente.
Asimismo, las cinco saponinas aisladas el extracto hidro-metandlico de Holothuria
forskali también han presentado considerables actividades antitumorales y antivirales.

De acuerdo con otro estudio reportado [Wu et al., 2000], las glicoproteinas
obtenidas de la pared corporal del pepino de mar Mensamaria intercedens pueden
inhibir significativamente el crecimiento de células de Sarcoma 180 implantado por via
subcutanea en ratones (p = 0.05) en dosis de 20 -30 mg/kg por dia x10 sin efectos de
toxicidad. Seis glicésidos triterpenicos aislados, los intercedénsidos D-I, del cuerpo del
holotarido Mensamria intercedens, han mostrado buena actividad antitumoral [Zou et
al., 2003]. La elucidacion estructural se efectu6 mediante espectroscopias (RMN-'H y
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EM-ESI), lo cual indico que los intercedensidos D, E, G y H contienen en su estructura
un sistema diénico conjugado (A%-Z, A*) en la cadena lateral de la aglicona, mientras
que los intercedénsidos F y I, contienen un solo doble enlace en la misma cadena. Los
intercedénsidos D-H han mostrado considerablemente mayor citotoxicidad (LDsg 0.96—
5.0 mg/mL) contra lineas celulares tumorales. Por otra parte el efecto de philinopsido A,
una saponina sulfatada derivado de Pentacta quadrangularis, en la angiogénesis y en el
crecimiento tumoral han sido estudiados por Tong et al., [2005] utilizando diferentes
modelos in vitro e in vivo. Los resultados revelaron que philinpsido A tiene alta
actividad antitumoral en los ensayos in vivo e in vitro.

Segun Ogushi et al., [2006], cuando las células de adenocarcinoma de colon
(Caco-2) fueron expuestas a extractos del pepino de mar (Stichopus japonicus),
ocurrieron ciertos cambios morfologicos en dichas células tratadas. Los investigadores
en este estudio demostraron la induccion de apoptosis mediante translocacion de
fosfatidilserina (Ensayo de Apoptosis APOPercentage™), ensayo enzimatico TUNEL
(transferase-mediated dUTP nick endlabeling) y fragmentacion del ADN en un patron
denominado “de escalera”. Los datos mostraron que la apoptosis es inducida por una
fraccion de alto peso molecular de manera dependiente a la dosis. Se podria prever que
el extracto soluble en agua y los compuestos de alto peso molecular del holotdrido
podrian exhibir actividad antitumoral mediante la activacion de la apoptosis y la
actividad inductora de apoptosis puede contribuir a efectos quimiopreventivos contra el
cancer.

En otro experimento realizado por Zhang et al. [2006] del extracto con n-BuOH
del pepino de mar Holothuria fuscocinerea se aislaron tres nuevos glicésidos
triterpénicos, fuscocinerdsidos A, B y C, junto con el pervicésido C y la holoturina A.
Todos los glicosidos probados exhiben considerable citotoxicidad in vitro contra lineas
de células tumorales humanas [Zou et al., 2005]. Wu et al. [2006] aislaron vy
determinaron las estructuras de los nobilisidos A, B y C de la Holothuria nobilis. Sus
resultados revelaron que los compuestos A y C son monoglicésidos no sulfatados,
mientras que el glicésido B es un diglicosido sulfatado. Los tres glicdsidos exhibieron
notables efectos citotoxicos contra células tumorales humanas. En un estudio posterior
de Holothuria hilla [Wu et al., 2007], se aislaron e identificaron los hillasidos A y B
junto la holoturina B. Ambos glicosidos mostraron apreciable potencial citotoxico
contra lineas celulares tumorales humanas.

Recientemente, de Holothuria impatiens se obtuvo nuevo un glicésido
triterpénico del tipo lanostano [Sun et al., 2007], el cual mostr6 citotoxicidad in vitro,
incluso mejor que la del farmaco anticanceroso etopdsido (V-16), contra siete lineas de
celulas tumorales humanas.

En una reciente investigacién, Lu & Wang. [2009] evaluaron la actividad
antitumoral de mucopolisacaridos &cidos de Stichopus japonicus (MPASJ) en ensayos
experimentales con animales. Los resultados revelaron que estos polisacaridos pueden
considerarse agentes antitumorales potenciales. Basado en estos hechos, los pepinos de
mar podrian recomendarse como un alimento medicinal con funciones terapéuticas para
el tratamiento de ciertos tumores.

Aminin et al. [2010] estudiaron las propiedades inmunomoduladas del
cumasido, un glicosido triterpénico monosulfatado del pepino de mar Cucumaria
japonica. El estudio revel6 que el cumaésido posee actividad antitumoral contra
carcinoma de Ehrlich in vivo en ratones.
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11. Antiviral.

Existen evidencias que los pepinos de mar también tienen actividad antiviral. La
actividad antiviral de los liouvillésidos A y B, que son glicosidos triterpénicos
trisulfatados, aislados de Staurocucumis liouvillei, ha sido examinada por Maier et al.,
[2001]. Basado en los resultados de los bioensayos de actividad dirigida, ambos
glicésidos mostraron buena actividad antiviral contra el virus del herpes simple tipo 1
(VHS-1). Los sulfatos de condroitina fucosilada del pepino de mar (SCF), estan
reconocidos como un tipo de polisacarido sulfatado [Mourao et al., 1998; Mulloy et al.,
2000] que puede inhibir las infecciones del virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
sugiriendo asi la utilizacién potencial de estos invertebrados marinos como valiosa
terapia natural contra trastornos de VIH y el SIDA (sindrome de inmunodeficiencia
adquirida) [McClure et al., 1992; Beutler et al., 1993].

Tabla 5.- Algunas propiedades farmacolégicas y medicinales de holotaridos.

Actividad
Compuestos bioactivos farmacolégica Holoturido (especie) Referencias
y medicinal
Glicosidos triterpénicos
trisulfatados Antiviral Staurocucumis liouvillei 1. Maieretal., 2001
[liouvillésidos A y B].
Sapogeninas esteroidales
Glicosidos triterpénicos Actinopyga echinites [5] 1 Beaureoard et al. 2001
sulfatados Actinopyga lecanora [6] 2' Chludilget al 20‘62 '
[hemoiedemdsidos A y B], Actinopyga miliari [5] ' N '
L i : 3. Haugetal., 2002.
Glicdsidos triterpénicos Bohadchia argus [9] 4

S . 4. Ismail et al., 2008.
[patagonicdsido A, . . Bohadschia marmorata [10]

: Antibacterial y . 5. Jawahar et al., 2002.
holothurina B, g Cucumaria frondosa [1,3]

-, antifungico - b 6. Kumar et al., 2007.
patagonicosido A, Hemoiedema spectabilis [2] 7 Muniai et al.. 2008
marmoratoésido A, Holothuria atra [5,9] ' . '

. o o . - 8. Murray et al., 2001.
17a-hidroxi-impatiénsido A, Holothuria polii [4] .
. on - 9. Ridzwan et al., 1995.
impatiensido A, Holothuria scabra [5,9] 10. Yuan et al.. 2009
bivittosido D] Psolus patagonicus [7,8] ' B '
Péptidos bioactivos.
Glicosaminoglicanos Antitrombético Stichopus japonicus 1. Suzukietal., 1991.
Polipéptidos de bajo peso
molecular,
Mucopolisacaridos acidos, A . . . .
Colageno y Aminoacidos Antifatiga Stichopus japonicus 1. Lietal, 2010
bioactivos
(todo junto).
Glicosidos triterpénicos
[impatiénsido A;
fuscocinerosidos A, B, y C; L
nobilisidos A, By C; Cucumaria japonica [1] L. Aminin et al., 2010,
) P ; . : 2. Lu & Wang, 20009.
intercedénsidos DI, Holothuria forskali [4] .
i ) s 3. Ogushi et al., 2006.
hillasidos Ay B; Holothuria hilla [9] .
S . . - 4. Rodriguez et al., 1991.
holothurinésidos A, B, Cy D; Holothuria impatiens [5]
. . . - - 5. Sunetal., 2007.
desholothurina A], Antineoplésico Holothuria nobilis [8] 6. Tong et al. 2005
Glicoproteinas (GPMI 1), Mensamaria intercedens 7' Wu gt Al '2’000
Glicosidos triterpénicos [7,10] ' N '
e ) . 8. Wuetal., 2006.
sulfatados [philindpsido AJ; Pentacta quadrangularis [6] 9. Wuetal. 2007
Mucopolisacéridos[SJAMP]; Stichopus japonicus [2,3] 16 Zou et all’ 2003'

Glicosidos triterpénicos
monosulfatados [cumaésido],
Polisacarido monosulfatado.
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Cucumaria frondosa [2,5]

Proteinas hidrolizadas Holothuria leucospilota [1] ; f/ll;t;?;lobr?; z: Z:" 5883
[péptidos bioactivos], Antioxidante Holothuria scabra [1] 3' Wana et al 20i10 '
Colégeno hidrolizado, Paracaudina chilensis [4] 4' Zen get al "2007 '
Fenoles y Flavonoides. Stichopus chloronotus [1] 5' Zhog ot aI 200'7
Stichopus japonicus [3] ' g ! '
Sulfatos de condroitina Anticoagulante Ludwigothurea grisea [1] 1. Mourao et al., 1996.
fucosilada g Thelenota ananas [2] 2. Wuetal., 2010.
Triterpenoides
[Frondésido A],
Ollgoglllcc-)smos trlterpenlcqs Cucumaria frondosa [2,3,4] | 1. Althunibat et al., 2009.
[okhotdsidos B1, B2 y B3; . . .
h . Acaudina molpadioidea [7] 2. Janakiram et al., 2010.
oloturina A y Holothuria leucospilota [1] | 3. Li etal., 2008a
24-dehidroechindsido], - B N '
Glicosidos triternénicos Holothuria scabra [1] 4. Lietal., 2008b.
. P P Anticancerigeno Mensamaria intercedens [8] | 5. Ogushi et al., 2005.
[intercedonsidos A, B, y C], . )
Glicolinidos Pearsonothuria graeffei, 6. Sugawara et al., 2006.
P Stichopus chloronotus [1] 7. Zhao et al., 2009.
[Frondanol A], . . .
Stichopus japonicus [5] 8. Zouetal., 2003.
Frondanol®-ASp, Stichopus variegatus [6]
Bases esfingoides P g
(composicién de
cerebrésidos)
Glicosidos triterpénicos
sulfatados . .
M ) o Pentacta quadrangularius 1. Tianetal., 2005.
[Philinéspido AJ; Antiangiogénico [1.2] 2. Tong et al., 2005,

Sulfato de condroitina
fucosilada.
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HIPOTESIS
» lsostichopus badionotus sintetiza compuestos estructuralmente similares a los
compuestos previamente aislados en otras especies del mismo género o géneros
afines.

OBJETIVO
» Contribuir al conocimiento de los recursos marinos del pais, mediante del
estudio quimico del “pepino de mar” Isostichopus badionotus de las costas del
Estado de Yucatan, tratado para su comercializacion como producto alimenticio.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Aislar los principales constituyentes quimicos presentes en una muestra
comercial de Isostichopus badionotus, utilizando técnicas cromatogréficas
convencionales: cromatografia en capa fina (CCF), tanto analitica como
preparativa (CCFa, CCFp), y en caso de ser necesario cromatografia de alta
resolucion (HPLC).

» Caracterizar e identificar los componentes aislados, mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas usuales, principalmente resonancia
magnética nuclear de hidrégeno y carbono-13 (RMN-'H, RMN-2C) vy
espectrometria de masas (EM).
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DESCRIPCION DE LA ESPECIE.

Isostichopus badionotus puede alcanzar un tamafio considerable, hasta 45 - 50
cm o mas [Tikasingh, 1963]. La zona ventral es aplanada y posee tres bandas bien
diferenciadas de pies ambulacrales dispuestos de forma muy apretada. Segun Tikasingh
[1963], en ejemplares maduros la fila del centro tiende a escindirse en dos, por el
contrario, Clark [1922] afirma que esta doble fila central se encuentra en los ejemplares
muy jovenes, llegando a formarse una especie de suela continua conforme el individuo
crece. También se pueden encontrar pedicelos en la superficie dorsal de forma dispersa
en los ejemplares jovenes, y mas apretados conforme aumenta el tamafio del ejemplar,
pero nunca llegan a formar series definidas [Clark 1922]. La pared del cuerpo es gruesa
y rigida. La boca se situa en la parte ventral, rodeada por unos 20 tentaculos largos,
peltados y con gruesos pedinculos.

Presenta una gran variabilidad de coloracién [Clark, 1922; Deichmann, 1954;
Tikasingh, 1963]: naranja, amarillo, rojo, marron o morado. Generalmente, las manchas
dorsales y laterales son mas oscuras que el resto del cuerpo. Sin embargo, también
pueden presentar el patrén inverso de coloracion expuesto, o incluso individuos
uniformemente pigmentados. Los individuos muy jévenes (<1 cm) carecen de
pigmentacion.

Siempre presentan torres y bastones en forma de C. Las primeras son pequefias y
numerosas, con una pequefia base de unos 40-60 um de didmetro, circundada por unos
10-12 orificios periféricos y 4 centrales. La espira es larga (25-45 um de altura) y esta
formada por cuatro pilares que acaban en una corona que posee 20-24 pequefias espinas
alrededor de un agujero central. Clark [1922] encuentra un nimero entre 12-16 espinitas
apicales. Adultos y juveniles presentan morfologias diferentes [Clark, 1922]. Los
cuerpos en C se encuentran dispersos y son de forma y tamafio variable (50-70 um)
[Cherbonnier, 1959]; mayoritariamente son mas grandes que el diametro de la base de
las torres. Tikasingh [1963] atribuye esto a los individuos jovenes. Este tipo de
escleritos ha causado gran confusién en los diferentes especialistas de esta especie; unos
como Selenka [1867] pensaban que no aparecian; otros como Clark [1922] afirman que
forman parte de todos los ejemplares que estudiaron, incluidos los cotipos de Selenka
[1867]. Las espiculas del tegumento ventral son torres con el borde de las bases
onduladas, también con cuatro pilares coronados de pequefias espinas y dejando un
agujero en el centro [Cherbonnier, 1975]. Los tentaculos poseen bastones no perforados,
con los bordes muy dentados. Los podias ventrales poseen grandes placas perforadas y
pseudobotones bastante largos, con los bordes dentados. En la senescencia del
individuo, las torres sufren cambios morfologicos debido a una reabsorcion progresiva
de las mismas

1. BIOLOGIA Y ECOLOGIA.

La actividad alimenticia comienza por la tarde y alcanza un pico maximo antes
de la media noche. Los juvenilis habitan bajo piedras, entre los corales, grietas,
esponjas, tubos de poliquetos o ascidias [Clark, 1922; Miller & Pawson, 1984]. Los
individuos con tallas comprendidas entre los 150-200 mm de longitud habitan en
espacios abiertos a poca profundidad, ya sea de forma aislada o mostrando habitos
gregarios. Los adultos viven completamente expuestos sobre fondos de fango, arena o
rocas. En el mar Caribe también suelen encontrarse en praderas de plantas marinas
como Thalassia y Syringodium y en fondos arenosos con algas. Batimétricamente se
distribuye desde unos pocos metros (menos de 3 m) hasta los 65 metros.
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2. HABITAT Y DISTRIBUCION DE LA ESPECIE.

Se ha observado la presencia de Isostichopus badionotus en diversos tipos de
sustrato: roca, piedras y arena con presencia de bloques rocosos entre 1 y 18 m; también
en charcos intermareales. Los individuos de tallas mayores se han registrado tanto en
ambientes expuestos como protegidos en grietas o bajo piedras.

3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Esta es una especie muy comun en el Atlantico occidental desde Carolina del
Sur hasta Brasil, incluyendo numerosas islas del Caribe. Cherbonnier [1975] confirmo
la existencia de esta especie en el Atlantico oriental, describiendo ejemplares de las islas
de Sao Tome (golfo de Guinea) y Ascension [Pawson, 1978]. Puede ser encontrada
compartiendo el espacio con otros holotdridos en substratos arenosos o fangosos
[Hammond, 1982, Sambrano et al., 1990]. Su distribuciébn como especie solitaria,
parece estar relacionada a la preferencia por ecosistemas relativamente protegidos de la
accion de las olas, pudiendo ocupar substratos rocosos, arenosos o fangosos [Sloan &
von Bodungen, 1980]. Sin embargo, cuando las especies coexisten con otros
holotaridos, parece haber una mayor delimitacion del habitat y del tipo de sedimento
que cada especie ingiere [Roberts, 1979; Sloan & von Bodungen, 1980; Roberts &
Bryce, 1982].

4. UBICACION DEL AREA DE COLECTA.

La especie Isostichopus badionotus es uno de los holoturidos que habita en
aguas someras de las costas de Yucatan. Se le puede encontrar con frecuencia en el
interior de lagunas costeras y en algunas de ellas, a profundidades de 0.5 a 20 m, pero lo
mas comun ubicarlo entre los 2 a 10 m.

Se puede encontrar en fondos lodosos con o sin abundante vegetacion,
sedimento arenoso y cubierto de conchas rotas. Aunque cominmente se encuentra en
fondos lodosos y de profusa vegetacién, en los que estos organismos se entierran y no
son detectables durante el dia; sin embargo, durante la noche se pueden ver grandes
cantidades de ellos.

De acuerdo al catadlogo de especies de pepinos de mar comercializables del
estado de Yucatan [Zetina-Moguel et al., 2003], el holoturido estudiado se clasifica de
la siguiente manera:

Reino: Animalia
Phylum: Echinodermata
Clase: Holothuroidea
Orden: Aspidochirotida
Familia: Stichopodidae
Género: lIsostichopus
Especie: I. badionotus
Figura 2.- Descripcion taxondémica de Isostichopus badionotus.

5. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE Isostichopus badionotus.

Para el desarrollo de esta investigacion, la muestra seca de Isostichopus
badionotus con la que se trabaj6 fue adquirida de fuentes comerciales. La adquisicion se
realizd en el puerto de la ciudad de Progreso, Yucatan. EI material fue adquirido seco
tratado para su comercializacion, bajo la colaboracion y supervisién del M. en C. Carlos
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Zetina Moguel de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Yucatan,
quien personalmente adquiri6 e identifico la especie.

Figura 3.- Estado de Yucatan.

ty

5.1.Procesamiento de secado.

El procesamiento de pepino de mar para su comercializacion se lleva a cabo de

manera artesanal por los mismos pescadores o los comerciantes, y este consiste en
evisceracion, coccion, conservacion, limpieza y secado. A continuacion se describe la
forma comun para el procesamiento [Conand, 1999].

Eviscerado: Una vez que el pepino de mar es colectado, el cuerpo es sacudido
inmediatamente y apretado para extraer el intestino a través del ano. Sin
embargo, algunos pescadores practican una incision de 3 cm de longitud desde
la boca hasta el ano, y mediante una pequefia presion sobre el cuerpo, eliminan
el intestino.

Primera coccion: Antes de someterlos a coccion, los pepinos de mar son
ordenados por tamafio y luego se hierven en agua de mar con sal extra. El
tiempo de coccién es de aproximadamente 1-1.5 horas. Este paso ablanda la
carne y mata a los microorganismos. Mediante la coccién, el cuerpo se reduce
hasta alcanzar el tamafio corporal deseable; también, se disminuye el contenido
de agua en los tejidos, y con ello se acelera el proceso de secado.

La preservacion y almacenamiento: Con el fin de facilitar la eliminacién de la
piel externa, que contiene pequefias espiculas calcareas, el animal se almacena
en el interior de un barril cubierto, de 24-30 horas para suavizar la capa externa
de la piel del cuerpo. Otro método utilizado para lograr esto, consiste en enterrar
a los pepinos de mar cocidos en la arena durante 24 horas. Ambos métodos se
Ilevan a cabo en los sitios de procesamiento.

Limpieza: La limpieza consiste en el raspado de la pared externa del cuerpo con
un cuchillo o un cepillo con cerdas de acero para eliminar las particulas de caliza
en la superficie de la pared.

Segunda coccion: La segunda coccidon es similar a la primera a menos que sea
por menor tiempo (<40 min), para eliminar olores y residuos.

Primer secado: Los pepinos de mar cocidos se mantienen en el interior de un
cuarto aproximadamente de cuatro a cinco dias para adquirir una consistencia
semisolida y evitar el contacto con factores externos. En algunos casos se ponen
sacos de arroz bajo el pepino de mar procesado para absorber la humedad.
Segundo secado: Los pepinos de mar se dejan al aire libre, bajo el sol para el
secado final y solidificado. Finalmente los pepinos marinos estan listos para su
comercializacion.
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La finalidad de utilizar material seco, es debido a la facilidad de transportacion, ya
que como material fresco, se requiere de cuidados y transportacion adecuada.

N _
Figura 5.- Holoturido procesado.
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METODOLOGIA.
6. MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO PARA LOS DIFERENTES ANALISIS.

6.1. Analisis cromatograficos.

Para el aislamiento y purificacion de los componentes del espécimen, se utilizaron
métodos convencionales como: cromatografia en columna (CC), cromatografia en capa
fina analitica (CCFa), cromatografia en capa fina preparativa (CCFp).

Los analisis por cromatografia en capa fina analitica se efectuaron de acuerdo con
las técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice
(Alugram Sil G/UV s, for TLC, Macherey-Nagel) de 0.20mm de espesor.

Para las cromatografias en capa fina preparativa se utilizaron placas de vidrio de
20x20 cm, recubiertas de gel de silice (DC-Fergitplatten SIL G UV,s54 Macherey-
Nagel) de 2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mm de espesor segun el caso.

La visualizacion de las placas se llevo a cabo mediante una lampara de luz UV
Spectroline modelo CX-20 a longitudes de onda de 254 a 365 nm. Se utilizaron en
algunos casos soluciones reveladoras cromogenas (sulfato cérico en H,SQO,), seguido de
calentamiento en parrilla durante 1 minuto a 100 °C aproximadamente.

Para cromatografia en columna se utilizaron columnas de vidrio empacadas con gel
de silice para cromatografia en capa fina (malla 230-400).

6.2.Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas, espectrométricas y

equipo utilizado.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-Johns en grados
Celsius (°C) y las temperaturas no estan corregidas.

Para la determinacion de los espectros de masas se utilizé un espectrometro Jeol, SX
102 A. Se emplearon técnicas de impacto electrénico (EM-IE) y/o ionizacion quimica
(EM-1Q) segun el caso. Para la técnica por electrospray (ESI) se utilizd un
espectrometro LC-Q-g-TOF Applied Biosystems QSTAR Elite.

Los analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM) se llevaron a cabo en un equipo Jeol GC Mate 1.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se determinaron en espectrometros
Jeol Eclipse 300 y Bruker Avance 111 400 en solucion de cloroformo deuterado (CDCl3)
0 metanol deuterado (CD3;0D). Los desplazamientos quimicos (8) estan dados en partes
por millon (ppm) referidos al tetrametil silano (TMS) o la sefial residual del disolvente
como referencia interna.

7. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

Del lote del material obtenido comercialmente, se tomé una muestra consistente de
39 especimenes con un peso de 825 g, se cortd en trozos pequefios y se extrajo
exhaustivamente por maceracion con metanol (3 veces con volimenes de 2 L, cada
vez). Los extractos metanolicos se concentraron hasta un volumen aproximado del 20%
por destilacion a presion reducida y se reunieron.

El extracto total asi obtenido se dejé reposar precipitando espontanea y
abundantemente cloruro de sodio el cual fue filtrado; este mismo proceso se repitio
sucesivamente hasta eliminar la mayor parte, obteniéndose un total de 101 g de sal.

La sal obtenida se reunio y se extrajo repetidas veces con CH,Cl, (DCM). Los
extractos de CH,Cl, asi obtenidos se reunieron y se les elimind el disolvente por
destilacion, obteniéndose 13.36 g de un residuo orgénico soluble en DCM.
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Por otra parte, el extracto metandlico resultante después de eliminar la mayor parte
de sales, se sometié a un proceso de reparto (particion) liquido-liquido utilizando
primeramente hexano y posteriormente acetato de etilo (AcOEt) -previa adicion de un
30% de agua a la fase metanolica-. Se Obtuvieron asi, 26 mg de extracto hexanico y 3.8
g del extracto de AcOEt. Finalmente la fraccion hidro-metandlica dejo un residuo de
consistencia oleosa soluble en agua con un peso de 65.2 g (Fig.- 6).

Isostichopus badionotus

39 especimenes (825 g.)

3T *Maceracién con MeOH.
.SO."J'dOS/ ] *Evaporacion a Presion reducida. (.EXtrG‘CtO
precipitados J Lmerané.’fco.
| Tratamiento con CH;Cl; Fraccionamiento liquide/liquide l
f f | | J
Insoluble Soluble en Hx AcOEL. CH:OH /
en CHyCl CHyCly 26mg 3.89 H,0:65.2 8
101g. 13.36g.
|
)
Muestra sol.
CH,Cl,
-C.C.
+*CHzCl2 /CH:0H
—
IbDCM-1 3
IbDCM-28

Precipitados

aaalalalaTalala

Figura 6.- Diagrama de flujo del analisis.

7.1. Separacién cromatografica de las fracciones poco polares (IbDCM).

Tanto las fracciones menos polares correspondientes al extracto hexanico y de
AcOEt provenientes del proceso de reparto (particion) como las de DCM del lavado de
la sal, se reunieron obteniendose 17.42 g de residuo nombrado IbDCM, el cual se
cromatografio en columna sobre gel de silice, utilizando mezclas de polaridad creciente
de diclorometano y metanol (Tabla 6). Se obtuvieron 28 fracciones (IbDCM-1 a
IbDCM-28) (Fig. 6), de las cuales algunas precipitaron espontaneamente (Tabla 7). Los
precipitados de las fracciones 5, 9, 10, 17, 18 y 19 fueron separados por decantacion y
filtracion de sus respectivas fracciones. Estos precipitados resultaron tener un punto de
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fusién similar a los reportados en la literatura tanto para los esfingolipidos como para
los glicdsidos esteroidales aislados de otras especies. (Cateni et al. 2008).

Tabla 6.- Resumen de la cromatografia del residuo IbDCM.

N° de Disolvente Etiqueta
Fracciones | CH,Cl, / CH3OH | de las muestras
6 100/0 IbDCM-1 a -6
5 95/5 IbDCM-7 a-11
5 90/10 IbDCM-12 a -16
4 80/20 IbDCM-17 a -20
4 50/50 IbDCM-21 a -24
4 0/100 IbDCM-25 a -28

Tabla 7.- Relacion de precipitados y puntos de fusion.

Fraccion Peso del precipitado P]chnt_o, de
usion
IbDCM-5 7 mg 40 °C
IbDCM-9 55 mg 235 —240°C
IbDCM-10 13 mg 231 -237°C
IbDCM-17 188 mg 170 —175°C
IbDCM-18 333 mg 200 — 202 °C
IbDCM-19 26 mg 210 -215°C

7.1.1. Fraccion IbDCM-2.

La fraccion IbDCM-2, se obtuvo de la cromatografia en columna utilizando
como eluyente CH,Cl, EIl espectro de RMN 'H mostré sefiales que indicaron la
presencia de ésteres metilicos de &cidos grasos y triglicéridos. Lo anterior es apoyado
por la presencia de la banda de absorcion correspondiente a carbonilos de ésteres en
1734 cm™, en el espectro Infrarrojo. Una muestra fue analizada mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) dando como resultado la
presencia de acidos de grasos de C-16 a C-24.

7.1.2. Fraccion IbDCM-3.
La fraccion IbDCM-3 se obtuvo de la cromatografia en columna utilizando
como eluyente CH,Cl,, El espectro de RMN *H mostré sefiales tipicas que indicaron la
presencia de triglicéridos.

7.1.2.1 Obtencion de derivados: Transesterificacion de triglicéridos.

Una muestra de 20 mg de la fraccién IbDCM-3 se disolvidé en una pequefia
cantidad de DCM y 10 ml de MeOH. A la solucion se le agregaron 0.15 ml de
H.SO,, se agitd y se puso a reflujo durante 2 horas hasta el término de la reaccién,
la cual se siguio por CCFa. Una vez concluida la reaccion, se agregaron 10 ml de
H.,O destilada y la mezcla de reaccion fue extraida con hexano (3 veces con
volumenes de 15 ml cada vez). El extracto hexanico se secO con sulfato de sodio
anhidro y se eliminé el hexano por destilacion a presion reducida en un evaporador
rotatorio. Los ésteres metilicos de los &cidos grasos obtenidos, se analizaron por
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CG-EM. Los resultados obtenidos indicaron la presencia de ésteres metilicos
correspondientes a &cidos grasos de C-14 a C-20 saturados principalmente.

7.1.3. Fraccion IbDCM-4.

La fraccion IbDCM-4 eluida de la cromatografia en columna con CHCI,,
mostré en el IR bandas de absorcién entre 2500 y 3600 cm™ correspondientes a grupos
OH de acidos carboxilicos, asi como la absorcion para grupos carbonilo como una
banda ancha en 1730 cm™.

El espectro de RMN *H indicé la presencia de acidos grasos saturados e insaturados
y de compuestos esteroidales, los cuales fueron identificados por CG-EM.

7.1.4. Fraccion IbDCM-5.

De la fraccion IbDCM-5 eluida de la columna con CH,CI, se obtuvo por
precipitacion espontanea un precipitado que fue separado por decantacion y analizado
por RMN *H y 3C. Los datos obtenidos de ambos espectros indicaron la presencia de
una mezcla de esteroles, la cual se acetil6 para su posterior andlisis mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

7.1.4.1.0btencion de derivados: Acetilacion de la fraccion IbDCM-5.

Una muestra de 50 mg de la fraccion IbDCM-5 se disolvié en 1.0 ml de CH,Cl,
y se le agreg6 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido acético, se agito y se dejo a
temperatura ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la cual se siguié por CCF.
Una vez concluida la reaccién, se agregaron unas gotas de MeOH para eliminar el
remanente de anhidrido acético, luego se elimin6 el MeOH vy el acetato de metilo
producido, mediante una corriente de nitrégeno y el exceso de piridina se elimind al
alto vacio. La mezcla de reaccion asi obtenida se purificé por CCFp y se analiz6
por CG-EM.

7.1.5. Fraccion IbDCM-9.

La fraccion IbDCM-9 se obtuvo de la cromatografia usando como eluyente
DCM/MeOH (95:5). El anélisis minucioso de los espectros de RMN *H de 300 MHz
determinado en CDCl3/CD30D (7:1) y RMN *C, mostré principalmente la presencia de
sefiales que indicaron la presencia de glicosidos esteroidales en la fraccion.

7.1.6. Fraccion IbDCM-10.
De manera similar el analisis por medio de RMN *H de la fraccién 1bDCM-10,
indicoé una composicion similar a la fraccion anterior.

7.1.7. Fraccion IbDCM-19.

La fraccion IbDCM-19 obtenida de la cromatografia en columna con
CH,CL,/MeOH (80:20) se analizé por RMN *H utilizando CDCIs/CD3;0D (7:1) como
disolvente. El perfil del espectro indicé la presencia de esfingolipidos.

Las fracciones IbDCM-17 y IbDCM-18 presentaron perfiles cromatograficos
similares con la fraccion 19.

7.1.7.1.0btencion de derivados: Metandlisis de la fraccion IbDCM-19.

Una muestra de la fraccion IbDCM-19 (5 mg) en un matraz balon de 50 ml se
disolvié en 10 ml de una solucion de HCI 2 N en metanol, y se mantuvo a reflujo
constante durante 8 horas. La mezcla de reaccion fue monitoreada cada 2 horas por
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CCFay se detuvo cuando ya no se observo cambios en los productos. La mezcla de
reaccion fue extraida con hexano; el disolvente (hexano) se elimind por destilacion
al vacio en un evaporador rotatorio y el producto de la reaccion fue analizado
posteriormente por CG-EM. Los resultados obtenidos indicaron la presencia de los
2-hidroxi-acidos saturados de C18, C22, C23, C24 y el monoinsaturado de este

altimo.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

El estudio quimico del extracto organico de una muestra del holotdrido
Isostichopus badionotus procesado para su comercializacion de manera artesanal por
pescadores de Puerto Progreso, en el Estado de Yucatan, dio como resultado el
aislamiento e identificacion acidos grasos, triglicéridos esteroles, glicdsidos esteroidales
y esfingolipidos del tipo de los cerebrosidos.

La identificacion de los compuestos conocidos y la elucidacion estructural de los
compuestos no descritos en la literatura quimica se llevé a cabo por medio de métodos
espectroscopicos, principalmente resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y *C,
incluidos los experimentos de una y dos dimensiones (DEPT, COSY, HSQC, HMBC),
asi como espectrometria de masas (EM).
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1. ACIDOS GRASOS, ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS Y
TRIGLICERIDOS.

De las fracciones menos polares (IbDCM-2, 3 y 4) del fraccionamiento en
columna del extracto de DCM obtenido del extracto metanolico de una muestra
comercial de Isostichopus badionotus (IbDCM), se obtuvieron mezclas de ésteres
metilicos de acidos grasos, triglicéridos y acidos grasos libres, las cuales fueron
analizadas por RMN 'H y CG-EM.

La fraccion IbDCM-2 fue caracterizada principalmente como una mezcla de
ésteres metilicos de &cidos grasos saturados e insaturados, por medio de su espectro de
RMN 'H (300 MHz). En el espectro se observé una sefial a 5.3 ppm, debido a la
presencia de protones vinilicos (-CH=CH-), ademas de una sefial simple aguda a 3.66
pm gue corresponde a los protones del metilo del grupo éster (O=C-OCHs) (Fig. 2). Los
protones de los metilenos de la cadena alifatica -(CH,)n- y el metilo terminal -CHjs, dan
lugar a una sefial simple y otra sefial triple distorsionada en 1.25 y 0.88 ppm,
respectivamente, mientras que los protones del metileno alfa al grupo carbonilo dan
lugar a la sefial a & ~2.28. Las sefiales en 4.14 y 4.30 se deben a la presencia de
triglicéridos, en la fraccion (Fig. 7).

1
Shgle Pulse Experirment 0=C-OCH
(0=C-0CHy) -(CHo)n-
-CH;
|
| ‘|
|
-CH=CH-
| \l | I
| H ‘
- | W
’\ Wl | \ ‘mj
J D N ¢ T g_J WASIVAR j \\J . _
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o : : . LT AT : Iq:v:ﬁ:‘r'ﬁ:élw' o : :\Ii:w':\i:\ir\h\i1 i - :ilci:i:TcT:i : o :
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Figura 7.- Espectro de RMN-"H de la fraccién IbDCM-2.
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El analisis por CG-EM de la fraccion IbDCM-2 dio como resultado la
identificacion de 16 ésteres metilicos en la fraccidn; 11 de ellos corresponden a los
acidos grasos saturados C-14 a C-24 y los otros 5 a los acidos monoinsaturados C16:1,
C18:1, C20:1, C22:1 y C24:1 (Fig. 8, Tabla 8). En la misma fraccion se detecto la
presencia de los &cidos libres saturados C14, C16 y C18. Un aspecto que es importante
comentar, es la imposibilidad de definir si los ésteres metilicos presentes, pueden
considerarse como metabolitos producidos por el holoturido o son producidos durante el
proceso de extraccion y purificacién de los mismos (i.e. artefactos) ya que se uso
metanol en el proceso de extraccion (Fig. 9).
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Figura 8.- Cromatograma Gases-Masas de la fraccion IbDCM-2.
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Tabla 8.- Compuestos identificados en la fraccion IbDCM-2.

de-l;:air:ne:?én Nombre del compuesto rESIZTSII:r PMcaic M/Z obs %

17.66 Tetradecanoato de metilo C15H300, 242 242 01.40
18.18 Acido tetradecanoico C14H250; 228 228

18.50 Pentadecanoato de metilo C16H3.0, 256 256 00.96
19.97 Palmitoleato de metilo C17H3,0; 268 236 (M-MeOH) | 02.38
20.14 No identificados 00.82
20.26 Hexadecanoato de metilo C17H340, 270 270 18.88
20.77 Acido hexadecanoico C1sH320; 256 256 08.77
21.01 Heptadecanoato de metilo | CigH350, 284 284 00.96
21.44 Heptadecanoato de metilo | CigH30; 284 284 02.81
22.36 Octadecenoato de metilo C19H340; 296 264 (M-MeOH) | 01.79
22.61 Octadecanoato de metilo C19H360- 298 298 21.88
22.75 No identificado 00.60
22.82 No identificado 01.72
23.04 Acido octadecanoico C1gH360- 284 284 06.00
23.70 Nonadecanoato de metilo CooH100- 312 312 03.83
24.46 11-Eicosenoato de metilo C21H4002 324 292 (M-MeOH) | 03.63
24.76 Eicosanoato de metilo C,1H4,0, 326 326 10.26
25.78 Heneicosanoato de metilo C2oH440- 340 340 04.06
26.59 13-docosenoato de metilo Co3H4407 352 320 (M-MeOH) | 01.40
26.76 Docosanoato de metilo Ca3H460- 354 354 04.51
27.47 No identificado 02.21
27.70 Tricosanoato de metilo Co4H40- 368 368

28.40 15-Tetracosenoato de metilo | CysH4s0, 380 348 (M-MeOH) | 02.51

ROW ROTI/\/\/\/\/\M Roxn/\/\/\/\/\/\/\/

o) o) o
R= H; Acido tetradecanoico. R= CHj; Pentadecanoato de metilo. C16:0; R=H; Acido hexadecanoico.
R= CHj;; Tetradecanoato de metilo. C16:0; R= CHj3; Hexadecanoato de metilo.

C16:1; R= CHj3; 9-Palmitoleato de metilo.

RO\H/\/\/\/\/\/\/\/\ Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/

(@] (@]
R= H; Acido heptadecanoico. R=H; Acido octadecanoato.
R= CHj; Heptadecanoato de metilo. R= CHj;; Octadecanoato de metilo.
Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/\ Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
(@] (@]
R= CH3; Nonadecanoato de metilo. C20:1; R= CHj3; 11-Eicosanoato de metilo.

C20:0; R= CHj3; Eicosanoato de metilo.
Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ Ro\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
o (@)

R= CHj3;; Heneicosanoato de metilo. C20:0; R= CHj; Docosanoato de metilo.
C20:1; R= CHj3; 13-Docosanoato de metilo.

RO\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ RO\n/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
(@] (@]
R= CHj3; Tricosanoato de metilo. C24:1; R= CHj; 15-Tetracosenoato de metilo.

Figura 9.- Esteres metilicos de acidos grasos.
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La caracterizacion de los componentes se efectué de acuerdo con sus espectros
de masas, asi como, por comparacion de éstos con los de la base de datos del equipo.

Los &cidos grasos se caracterizan por presentar en su fragmentacion por impacto
electronico, los iones caracteristicos de m/z 60, 73, 129. El fragmento de m/z 60, se debe
a lo que se conoce como el reordenamiento de McLafferty que consiste en la ruptura 3
al grupo carbonilo y transferencia de un atomo de hidrogeno del carbon vy, al oxigeno
del carbonilo, dando lugar al fragmento de m/z 60 en los acidos a-metilénicos no
sustituidos [McLafferty, 1959] (Fig. 10). Este es un fragmento diagndstico en los
espectros de masas de los acidos grasos debido a que involucra al grupo carboxilico,
como se observa en la figura. El ion de m/z 73 [C3Hs0,]" se debe a la ruptura y (entre
los carbonos C3 y C4) al grupo —-C=0y el de m/z 129 al fragmento [C;H130]".

H

\’O . i CH;

OH
—> +
C P
R OH H,C OH R

m/z = 60
Figura 10.- Rearreglo de McLafferty para acidos grasos.

Los ésteres metilicos de los &cidos grasos poseen un patron de fragmentacion
semejante al de los acidos, diferenciandose de éstos por la presencia del ion de m/z 74
que en ocasiones corresponde con el pico base del espectro y el ion de m/z 87, que son
los mas caracteristicos de los ésteres metilicos de acidos grasos. El fragmento de m/z 73
se debe al reordenamiento de McLafferty, mientras que el fragmento de m/z 87
corresponde al ion [CH,CH,COOCH;]" proveniente de la ruptura y al grupo —C=0
[Silverstein et al., 1977].

En el espectro tanto de &cidos grasos como de sus correspondientes ésteres
metilicos, se puede observar también la pérdida consecutiva de 14 uma, de manera
semejante a los hidrocarburos.

Los 4&cidos grasos identificados en Isostichopus badionotus fueron
principalmente: el acido hexadecanoico o palmitico (C16H320,), el acido octadecanoico
0 estedrico (CigH3602), el acido eicosanoico o araquidico (CyoHs002), el acido
docosanoico 0 behénico (CHs40,). Estos compuestos han sido aislados de otras
especies de la familia Stichopodiidae [Kaneniwa et al., 1986].

La fraccion IbDCM-3, se obtuvo de la cromatografia utilizando CH,Cl,/MeOH
(9:1). Su espectro de RMN *H mostrd las sefiales caracteristicas de un triacilglicérido;
en €l se observan las sefiales dobles de dobles (6 4.13, 4.28) tipicas de la parte AB del
sistema de “spins” ABX conformado por los dos grupos -CH,- equivalentes y el metino
(parte X del sistema de “spins”) del glicerol, este Ultimo como una sefial quintuple, &
5.27. En el espectro se observan ademas las sefiales de los metilos terminales (-CH3) &
0.87, los metilenos de la cadena (-CHz-),, 6 1.25 y los metilenos o al grupo carbonilo de
los acilos & 2.31. La sefial triple en 5.34 sugiere la presencia de insaturaciones en los
grupos acilo (Fig. 11).
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Figura 11.- Espectro de RMN-"H de la fraccién IbDCM-3.

El andlisis por CG-EM de la fraccion no mostré picos correspondientes a
triglicéridos, debido a la muy baja volatilidad de éstos. Sin embargo este analisis
permitio la identificacion de componentes volatiles en la fraccion principalmente
cetonas alifaticas y esteroles, asi como algunos hidrocarburos y aldehidos.

Con el fin de identificar los &cidos grasos que conforman los triglicéridos
obtenidos, se llevd a cabo la transesterificacion de éstos con metanol a reflujo en medio
acido. Los esteres metilicos resultantes, como en el caso anterior, se identificaron por
CG-EM (Fig. 12). Los resultados obtenidos indicaron la presencia principalmente de los
ésteres metilicos correspondientes a &cidos grasos saturados de C-14, C15, C16, C17,
C18, C19, C-20 y el monoinsaturado de este ultimo. Los resultados se resumen en la
Tabla 9 y Figura 13.
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Institute de Quimica (UNAM)

File: 2938-IPTbMD-3 (est) Date Run: 11-12-2012 (Time Run: 13:13:32)
Sample: Dr Quijano Leovigildo Columna HP-5
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Figura 12.- Cromatograma Gases-Masas de la fraccion IbDCM-3.

Tabla 9.- Compuestos identificados en la fraccion IbDCM-3.

q Tlempc_), Nombre del compuesto Formula PMcalc m/z %

e retencion molecular obs
19.10 Tetradecanoato de metilo C15H300, 242 242 | 8.55
19.96 Pentadecanoato de metilo C16H320- 256 256 | 7.13
20.05 Pentadecanoato de metilo C16H320- 256 256 1.68
20.42 Pentadecanoato de metilo C16H3,0, 256 256 | 2.11
21.25 Hexadecanoato de metilo C17H340- 270 270 | 2.44
21.51 Hexadecenoato de metilo C17H3,0, 268 268 | 19.21
21.86 Hexadecanoato de metilo C17H340- 270 270 | 22.49
22.52 Heptadecanoato de metilo Ci1sH3602 284 284 | 2.45
22.96 Heptadecanoato de metilo Ci1sH3602 284 284 | 2.50
23.91 Octadecenoato de metilo C19H360- 296 296 | 4.40
24.18 Octadecanoato de metilo C19H380- 298 298 | 17.14
25.26 Nonacosanoato de metilo CooHa00O- 312 312 1.51
26.05 No identificado 1.79
26.33 Eicosanoato de metilo Cy1H40, 326 326 1.59
33.37 3-metoxicolestano CogH500 402 402 1.67
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ROTI/\/\/\/\/\/\/ RO\n/\/\/\/\/\/\/\ RO\n/\/\/\/\/\/\/\/
o 0 o]
R= CHj; Tetradecanoato de metilo. R= CHj; Pentadecanoato de metilo. C16:0; R= CHj3; Hexadecanoato de metilo.
C16:1; R= CHj3; 9-Hexadecenoato de metilo.

ROSSASASASASASASA ROGSASASAAAAAS

(0] O
R= CHj3; Heptadecanoato de metilo. C18:0; R= CHj3; Octadecanoato de metilo.
C18:1; R= CHj; 11-Octadecenoato de metilo.
Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/\ Roxn/\/\/\/\/\/\/\/\/\/
O o
R= CHj3; Nonadecanoato de metilo. R= CHj; Eicosanoato de metilo.

Figura 13.- Acidos grasos esterificados de triglicéridos, fraccion IbDCM-3.

La fraccion IbDCM-4 obtenida de la cromatografia en columna del extracto de
DCM, se identificé de acuerdo con sus datos espectroscopicos en IR y RMN *H, como
mezclas de acidos grasos y esteroles. La identificacion de los componentes se llevé a
cabo mediante CG-EM (Fig. 14). Los resultados indicaron la presencia principalmente
de los acidos hexadecanoico (Tr 20.7 min, 29.3 %) y octadecanoico (Tr 23.01 min, 11.4
%). Se detectaron también pequefias cantidades de los &cidos tetradecanoico (Tr 18.19
min, 1.4 %) y heptadecanoico (Tr 21.8 min, 1.1 %), en la fraccion (Fig. 14; Tabla 10).
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Figura 14.- Cromatograma Gases-Masas de la fraccion IbDCM-4.
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Tabla 10.- Compuestos identificados de la fraccion IbDCM-4.

de-l;:;?n%?én Nombre del compuesto | Formula molecular | PMcac | M/Z ops | %
18.19 Acido Tetradecanoico C14H250; 228 228 | 1.44
20.74 Acido Hexadecanoico C16H320; 256 256 | 29.31
21.86 Acido Heptadecanoico C17H340; 270 270 | 1.09
23.01 Acido Octadecanoico C17H340; 284 284 | 11.44
31.59 Ergost-22-en-3-p-ol CagH4g0O 400 400 | 3.23
31.89 Colestanol Co7H40 388 388 | 19.58
32.19 Colestan-3-ona Co7H460 386 386 | 20.30
32.56 Ergost-7,22-dien-3-B-ol CagH4s0 398 398 | 2.06
33.44 Estigmastanol Ca9H5,0 416 416 | 2.45
33.74 Estigmast-7-en-3-p-ol CagH500 414 414 | 4.30
RO\H/\/\/\/\/\/\/ ROTI/\/\/\/\/\/W
(@] (@]
R= H; Acido tetradecanoico. R= H; Acido hexadecanoico.
RO~ RO ~SSSSSSASA
(@) (@]

R= H; Acido heptadecanoico.

Ergost-22-en-3f3-ol.

W
HO 0 H

Ergost-7,22-dien-3f3-ol.

R= H; Acido octadecanoato.

Colestanol.

Colestan-3-ona.

Estigmastan-3-ol Estigmast-7-en-3-ol

Figura 15.- Acidos grasos y esteroles de la fraccion IbDCM-4.

Respecto a la presencia de esteroles en la fraccion IbDCM-4, los componentes
mayoritarios fueron identificados como el colestanol (PM 388) y la colestanona (PM
386) con 19.58 y 20.29 %, respectivamente en la fraccion) (Fig. 15).

En el espectro de masas del colestanol puede observarse el ién molecular [M]*
de m/z 388 (C,7H450) y el fragmento correspondiente al pico base (100 %) de m/z 215
[M-CL-D-H-H,0]", debido a la pérdida de la cadena lateral (CL= CgHj7), el anillo D
(D= C3Hs), un hidrogeno y agua. Asi mismo, se observan otros picos significativos
correspondientes a los fragmentos de m/z 373 [M-Me]", 355 [M-Me-H,0]" y 233 [M-
CL-D-HJ", debidos a la pérdida de un grupo metilo, una molécula de agua, la cadena
lateral (CL= CgH17), el anillo D= C3Hs, y un &omo de hidrégeno. Mientras que la
colestan-3-ona (C,7H460), muestra el ion molecular de m/z 386 y un pico base de m/z
231 que corresponde a la pérdida de la cadena lateral y el anillo D [M- C11Hz-H]".
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En los espectros de masas se observan también picos de muy baja intensidad que
corresponden a pequefias cantidades de otros esteroles derivados del ergostano y
estigmastano, de pesos moleculares 400, 398, 416, 414 que corresponden de acuerdo
con sus espectros de masas muy probablemente a: ergost-22-en-3p3-ol, ergost-7,22-dien-
3pB-ol, estigmastanol y estigmast-7-en-3-ol, respectivamente.

Cuando se hizo la determinacion a mayor concentracion se pudieron detectar
trazas de acidos grasos C19, C20, C21 y C22, asi como de esteroles: ergost-22-en-3-ona
(PM 398), ergost-3-ona (PM 400), lanost-8-en-3-ol (PM 428).

2. ESTEROLES.

La fraccion IbDCM-5 de la cromatografia en columna del extracto de DCM,
mostré en su espectro de RMN *H un perfil que indicé la presencia de esteroles. En el
se observan las sefiales caracteristicas de los protones de los metilos terciarios sobre los
carbonos C13 y C-10 (H-18, &6 ~0.54, ~0.66 y H-19, & ~0.82, respectivamente) del
nucleo esteroidal (Fig. 16). La sefial del proton del metino C-3, que soporta el grupo —
OH a se observa a 6 3.59. Este desplazamiento sugiere que se trata de esteroles libres.
Otras sefiales indican la presencia de cantidades remanentes de acidos grasos y
triacilglicéridos, como en las fracciones anteriores.

Nucleo Esteroidal y su Numeracion.
R=H; colestanol
R=Ac; Acetato de colestanol

Figura 16.- Estructura general de esterol.

Con el objeto de separar e identificar los esteroles presentes en la fraccion, ésta
se acetilé por tratamiento con anhidrido acético usando piridina como catalizador. La
mezcla de reaccion se separé por CCFp y la mezcla de acetatos se analizé por RMN *H
y CG-EM. El espectro de RMN *H, mostré los cambios inherentes a la presencia de los
acetatos, como son la presencia de la sefal de los metilos a 6 ~2.02 y el desplazamiento
a mayor frecuencia de la sefial del protén del metino base del OH, el cual se observa a o
~4.7 en el acetato. Los diferentes desplazamientos quimicos de las sefiales del metilo
sobre el carbon 13 (H-18) en el espectro de RMN *H, tanto en los esteroles libres como
en los derivados acetilados, indicaron la presencia de esteroles saturados (& ~0.54) e
insaturados en la posicion C7 (8 ~0.66), principalmente [Wilson et al. 1996](Fig. 17).
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Figura 17.- Espectro de RMN-'H de la fraccién IbDCM-5 (Acetilada).

Los resultados del analisis por CG-EM indicaron la presencia de esteroles derivados
del colestano (C27), ergostano (C28) y estigmastano (C29), entre los que se
identificaron los acetatos correspondientes a: colesta-22-en-3p-ol, colestan-3p-ol,
ergosta-22-en-3B-ol, ergosta-7,22-dien-3B-ol, ergostan-3p-ol, estigmasta-22-en-3p-ol,
estigmasta-7,22-dien-3p-ol, estigmastan-3p-ol, estigmasta-7-en-3-ol. Los resultados se
resumen en la Tabla 11.

Respecto a la presencia de esteroles en la fraccion IbDCM-5, el constituyente
mayoritario fue identificado como el colestanol cuyo acetato eluyé a un tiempo de
retencion de 33.28 minutos (Iml x 1min con To: 40°C a Tf 310°C). En el espectro de
masas puede observarse el i6n molecular M* de m/z 430, ademas de picos
correspondientes a los fragmentos de m/z 415 (M*-15), 370 (M*-60), 355 (M*-15-60),
275 (M*-CL-anillo D-H), 276 (M*-CL-anillo D), 215 debidos pérdida de: un grupo
metilo, acido acético, de la cadena lateral CgHis (CL) y los 3 carbonos del anillo D
(Marques, 2005)(Fig. 18). Los componentes identificados se puede observar en la tabla
11 yen lafigura 19.
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Figura 18.- Cromatograma de la fraccion IbDCM-5 (acetilada).

Tabla 11.- Compuesto acetilados identificados en la fraccion IbDCM-5.

de-l;lei?npcci)én Nombre del compuesto nﬁggp&g PMecaic | M/Z s %
21.10 Acido hexadecanoico C16H320; 256 256 0.71
23.11 No identificado 0.80
23.41 Acido octadecanoico C17H340, 284 284 | Trazas
32.81 7-Colesten-3-ol, acetato CyoH150- 428 428 | Trazas
32.94 22-Colesten-3-ol, acetato CyoH10- 428 428 8.99
33.28 Colestanol, acetato C,7H460 430 430 22.60
33.60 22-Ergosten-3-ol, acetato CogH40 442 442 12.19
33.90 Ergosta-7,22-dien-3-ol, CosHagO | 440 | 440 | 14.67
acetato
34.00 No identificado 2.02
34.07 Ergostan-3-ol, acetato CogH460 444 444 1.95
34.26 Estigmast-5-en-3-ol, acetato CaoH5,0 456 456 1.36
34.31 Estigmast-22-en-3-ol, acetato CaoH5,0 456 456 0.71
34.53 No identificado 1.54
34.64 Estigmasta-7,22-dien-3-0l, | v o | 454 | 454 | 1004
acetato
34.79 Estigmastan-3-ol, acetato CaoH5,0 458 454 11.73
35.14 Estigmast-7-en-3-ol, acetato Co9Hs5,0 456 454 11.40

48




Aislamiento e identificacién de componentes del pepino de mar Isostichopus badionotus, procesado para su
manejo comercial.

1.- Colestanol, Acetato. 1.- Ergostanol, acetato. 1.- Estigmastanol.
2.- A’—colestanol, Acetato. 2.- AZ2_¢olestanol, Acetato. 2.- A7—estigmastanol, Acetato.
3.- AZ2—colestanol, Acetato. 3.- A7 22_¢olestanol, Acetato. 3.- A*2—estigmastanol, Acetato.

4.- A 22—estigmas‘tanol, Acetato.

Figura 19.- Esteroles acetilados de la fraccion IbDCM-5.

3. GLICOSIDOS ESTEROIDALES.

De la fraccion IbDCM-9 eluida con DCM/MeOH (95:5) de la cromatografia, se
obtuvo un sélido por precipitacion con metanol. El espectro de RMN-'H determinado
en piridina deuterada mostré en la region de baja frecuencia un perfil acorde con la
presencia de esteroles y entre 3.80 y 5.00 ppm sefiales asignables a protones de
carbonos bases de grupos hidroxilo, que sugieren la presencia de un glicésido
esteroidal. En el espectro se observa una sefial doble, 6 4.93 (J=7.6 Hz, H-1"), asignable
al protén anomérico del azlcar, la cual se encuentra acoplada con la sefial triple en 4.03
(J= Hz, H-2") acoplada a su vez con otra sefial triple en 4.22 (J= Hz, H-3’), la cual
muestra acoplamiento con la sefial mdltiple en 4.27 (H-4’) y ésta a su vez con las
sefiales dobles de dobles en 3.80 (J=10 Hz, H-5’a) y 4.42 (J=11.2, 4.8 Hz, H-5’b).

El espectro de RMN-2C confirmé la presencia del fragmento debido al
monosacarido claramente indicado por la sefial del carbono anomérico (H-1) en ¢
103.0 y las sefiales a 75.1, 78.6, 71.3 y 67.2 para los carbonos 2, 3, 4 y 5 del
monosacarido, respectivamente, de acuerdo con el experimento HSQC. Los
desplazamientos quimicos y multiplicidad observados en ambos espectros, estan de
acuerdo con los reportados para el B-xilosido del colestanol [Makarieva et al., 1993;
Rogers & Thevan, 1986]. El valor de la constantes de acoplamiento alrededor de 8.0 Hz
del protén anomérico, indica una orientacién axial de éste y por lo tanto una orientacion
beta del enlace glicosidico.

Por otra parte, mientras la region de baja frecuencia en ambos espectros (64 0.5-
2.4, 5c 12.0-57.0) es bastante complicada, la region de las bases oxigenadas (oy 3.6-5.0,
d¢c 65.0-105.0) es bastante clara. Lo anterior sugiere que se trata de una mezcla de
xil6sidos esteroidales, en los cuales las diferencias estructurales de las agliconas no
afectan significativamente la region del azucar (Figs. 20, 21y 22).
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Figura 20.- Espectro del experimento de RMN *H del glicésido esteroidal.
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Figura 22.- Espectro del experimento HSQC (Interaccién *H-"*C) del
glicésido esteroidal.

4. CEREBROSIDOS.

La fraccion IbDCM-19 se obtuvo como un compuesto sélido amorfo con punto
de fusién comprendido entre 210 - 215 °C. Sus espectros de RMN-'H y *3C, estan de
acuerdo con la presencia de un esfingolipido del tipo de los ceramidas (Fig. 23).

En el espectro de RMN 'H, se observan sefiales caracteristicas de las cadenas
alifaticas como lo son: una sefial triple en 6y 0.88 (J = 6.8 Hz) y una sefial doble en &y
0.86 (J = 6.8 Hz) que corresponde a los metilos terminales (-CH3), asi como, una sefial
simple ancha en la region de campo alto del espectro 8y 1.26 tipica de los metilenos (n
y m) (-CH>-) de las cadenas alifaticas. Se observan ademas entre 3.1 y 4.4 ppm sefiales
para 9 metinos y dos metilenos (de acuerdo con los espectros de **C y experimentos
DEPT), que corresponden a los 5 metinos de la glucosa, los metinos 2, 3 y 4 de la base
esfingoide y el metino 2’del acido graso. Una sefial doble en 7.61 (J = 9.2 Hz) es debida
a protén de la amida, mientras que la sefial triple en 5.35 (J = 4.4 Hz) se debe muy
probablemente a la presencia de un doble enlace en la cadena del acido graso de la
esfingosina (Fig. 24, 25 y 26).
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aunnn 2

Figura 23.- Estructura quimica del cerebrésido.

Todos los datos anteriores estan de acuerdo con lo reportado en literatura, para la
estructura de esfingolipidos del tipo de los cerebrésidos, particularmente de los aislados
del pepino de mar Holothuria pervicax. [Yamada et al., 2002; Cateni et al., 2008].
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Figura 24.- Espectro del experimento de RMN *H del cerebrésido.
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Figura 25.- Espectro del experimento de RMN **C del cerebrésido.
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Figura 26.- Seccion de 3.1 a 4.4 ppm del espectro HSQC (interaccion *H-C) del
cerebrésido.
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La hidrolisis en metanol con &cido clorhidrico al 5% de la fraccion del
cerebrésido obtenido, dio como resultado la identificacion por CG-EM de los &cidos
grasos hidroxilados: 2-hidroxi-octadecanoico, 2-hidroxi-docosanoico, 2-hidroxi-
tricosanoico, 2-hidroxi-tetracosanoico y el monoinsaturado de este Ultimo (Figs. 27 y
28). Page 1
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Figura 27.- Cromatograma de la fraccion IbDCM-18a (hidrolizada); acidos grasos
hidroxilados. o]
O/
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Figura 28.- Acidos grasos hidroxilados.

En el espectro de masas obtenido por la técnica electrospray (ESI-EM) se
observaron picos correspondientes a iones pseudomoleculares [M+Na] de m/z 838
(HPC-3-A), 852 (HPC-3-B), 826 (HPC-3-C), 840 (HPC-3-D y HPC-3-E), 854 (HPC-3-
F, HPC-3-G y HPC-3-H), 868 (HPC-3-1 y HPC-3-J) que estan de acuerdo con
compuestos del mismo tipo aislados de Holothuria pervicax [Yamada et al., 2002].
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CONCLUSIONES.

El estudio quimico del holoturido o pepino de mar Isostichopus badionotus,
procesado para su manejo comercial con fines alimenticios, confirmé la presencia de
acidos grasos C14 a C24 comunmente encontrados en productos alimenticios de origen
marino. Los mismos acidos fueron también identificados como sus correspondientes
ésteres metilicos y triglicéridos.

Los acidos grasos mayoritarios presentes en la muestra analizada fueron el &cido
palmitico (C16:0), acido octadecanoico (C18:0), acido eicosanoico (C20:0) y acido
docosanoico (C22:0), estos mismos han sido reportados con anterioridad para otras
especies de holoturidos como: Holothuria impatients y Stichopus japonicus.

En el holoturido procesado también se identificaron esteroles del tipo del
colestanol (C27), 24-metilcolestanol (o ergostanol, C28) y 24-etilcolestanol (o
estigmastanol, C29), tanto libres como en forma de xil6sidos.

El estudio también revelo la presencia de esfingolipidos del tipo de los
cerebrosidos.

Los compuestos identificados en los extractos de la muestra procesada de
Isostichopus badionotus estan de acuerdo con los reportados en estudios anteriores de
otras especies de pepinos de mar.

PERSPECTIVAS A FUTURO.

Se recomienda continuar con el analisis de los extractos metandlicos, ya que con
base en la literatura se esperaba encontrar glicésidos triterpénicos, que son metabolitos
caracteristicos en los pepinos de mar y que en este caso no fueron detectados.

También es recomendable realizar un estudio detallado del agua de coccién al
que se somete el holotarido durante el proceso de secado para ser comercializado.
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