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Resumen

Las holoturias (conocidos cominmente como pepinos de mar) producen metabolitos
secundarios llamados glicosidos triterpénicos (también conocidos como holoturinas),
Estas moléculas son sintetizadas en la ruta metabolica de los triterpenos. La estructura
esta conformada por una glicona, que es una cadena de distintos monosacaridos, y la
aglicona, una estructura del tipo holostano que a su vez estd compuesto por un grupo
lactona unido a un lanostano. Es muy probable que el pepino de mar segregue
glicosidos triterpénicos para su defensa contra depredadores y prevenir el crecimiento
parasitario. Se ha citado que estas moléculas presentan variedad de propiedades siendo

las actividades anticancerigena y antimicética las mas reportadas.

El presente estudio se centra en la elucidacion y caracterizacion parcial de ciertos
glicosidos triterpénicos presentes en la viscera y piel de la especie Holothuria lubrica.
Esta especie fue recolectada en tres puntos distintos de la costa mexicana del Océano
Pacifico. Se diseccioné la piel y la viscera de cada ejemplar y fueron estudiados por
separado para observar alguna diferencia del contenido y cantidad de glicésidos

triterpénicos.

Para aislar estos metabolitos secundarios, el extracto seco pasd por tres etapas de
purificacion: particion por tres disolventes (método modificado de Kupchan),
purificacion por columna de amberlita y finalmente se tratd de purificar con un equipo
cromatografia de liquidos. En la caracterizacion parcial se uso equipo de Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE), acoplado a un espectrometro de masas por
electrospray, un equipo de espectrometria de masas por MALDI-TOF, UPLC acoplado
a un Espectrometro de masas en tdndem. Por ultimo, se realizaron las pruebas de
citotoxicidad y actividad antimicética para medir su potencial actividad biologica. Los
espectros de MALDI-TOF muestran que la viscera contiene gran diversidad de sefiales
en comparacion con los de la piel. Ademads, se observa que hay sefiales que se observan
en ambos tejidos, pero en diferente intensidad. Por medio de la base de datos
ChemSpider y principalmente de los estudios aportados en Bahrami et al. (2014)
podemos identificar ciertos glicdsidos triterpénicos contenidos en las muestras de piel y
viscera. Finalmente se identificaron 2 grupos de glicdsidos triterpénicos con estructuras

isomérica del tipo holothurinosido.



La prueba de citotoxicidad muestra que los extractos son muy téxicos, a 50 pg/ml
inhibe practicamente todas las células. Pero a 10 pug/ml se observan diferencias
significativas entre la actividad de los extractos sobre cada linea celular. Las
evaluaciones antimicoéticas revelaron que los extractos tienen actividad significativa a

partir de 2 mg/ml.



1.- Introduccion

El cancer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Solo en
2008 causo 7.6 millones de fallecimientos y se prevé que para el 2030 alcance la cifra
de 13.1 millones de defunciones (OMS 2013). Los tipos de cancer mas comunes son el
pulmonar y el géstrico; el cancer de mama es el tipo de tumor mas frecuente en la
poblacion femenina. En México, el cancer representa la tercera causa de muerte (solo
por debajo de las enfermedades del corazén y la diabetes mellitus) y cada afo se
diagnostican mas de 100 mil casos (INEGI 2013). Hasta ahora los tratamientos mas
efectivos para enfrentarlo se basan en radioterapia, cirugia y quimioterapia (Saha et al.,

2013).

Por otro lado, los hongos patdgenos causan distintos efectos nocivos a los seres
humanos, como reacciones alérgicas, toxicas e infecciones (micosis); estas Ultimas se
dividen en cuatro clases: micosis superficiales, micosis semiprofundas o subcutaneas,
micosis profundas o sistémicas y micosis oportunistas (Griffith et al., 2001). Problemas
como la diversidad de enfermedades fingicas que hay, el surgimiento de sindromes
nuevos y que las infecciones suelen tornarse cronicas debido al crecimiento lento del
hongo; todo esto dificulta su diagndstico oportuno y retrasa el comienzo de un
tratamiento efectivo (Tortora et al., 2007). Un factor que ha causado el aumento del
numero de casos de infecciones fungicas, es el uso indiscriminado de antimicéticos,
inmunosupresores, quimioterapia y el creciente nimero de infectados por VIH. El
numero de medicamentos antimicoticos actuales es muy limitado y algunos estan

perdiendo efectividad conforme los hongos adquieren resistencia (Barret, 2002).

Ciertos tratamientos anticancerigenos y antimicoticos derivados de sintesis presentan
problemas de insolubilidad, toxicidad y efectos secundarios. La busqueda de nuevos
medicamentos se ha centrado en el uso de metabolitos secundarios (Blunt et al., 2007).
A diferencia de los productos sintéticos, los productos naturales ofrecen una amplia
variedad de moléculas estructuralmente complejas y bioactivas. Los productos naturales
pueden ser base para el desarrollo de nuevos farmacos semisintéticos (Lam et al., 2007;
Ganesan, 2008; Harvey et al., 2008). Los metabolitos secundarios extraidos de fuentes

marinas, desde hace poco mas de 40 afios, han sido objeto de intensas investigaciones



con el objetivo de evaluar su actividad biologica. Su uso medicinal no es nuevo. Desde
la antigliedad, paises como China, Japon e incluso nuestro pais, han utilizado animales
marinos en la medicina tradicional. A la fecha, mas de 14000 productos han sido
aislados de organismos marinos y cada afio, cientos mas se unen a la lista, de los cuales

mas de 300 han sido patentados (Van Minh et al., 2005).

Actualmente, los pepinos de mar siguen siendo parte de la medicina tradicional
oriental, ya que son consumidos con fines analgésicos (principalmente para disminuir el
dolor provocado por la artritis), regulacion de la funcidén intestinal y urinaria,
reforzamiento del sistema inmunologico y empiricamente tiene efectos afrodisiacos

(Purcell et al., 2010).

Se han aislado una gran diversidad de metabolitos de los pepinos de mar, tales como,
ganglidsidos, condroitina sulfatada, glicosaminoglicanos, 4cidos mucopolisacéridos,
lectinas, cerebrosidos, poliscaridos sulfatados, esteroles, glicoproteinas, compuestos
fenolicos, péptidos y glicosidos triterpénicos. Estos wltimos, han demostrado presentar
bioactividad anticancerigena y antimicdtica, entre otras, segun diferentes estudios

(Bordbar et al., 2011).

Los glicosidos triterpénicos son moléculas que las holoturias segregan en la piel y
viscera con el objetivo de evitar el crecimiento de microorganismos nocivos y como
defensa contra depredadores. Esto ha despertado interés de los investigadores por
descubrir especificamente que metabolitos secundarios son responsables y ctal es el
mecanismo de reaccion (Hernandez et al., 2005). Se ha descubierto que las visceras de
los pepinos de mar contienen altos niveles de estas moléculas en comparacion de la piel,
pero se sabe poco en cuanto la concentracion de estos metabolitos en ambos tejidos.
Esta es una razon del porqué estudiar por separado ambos tejidos, ya que se podria
descubrir un nuevo glicésido triterpénico en un tejido que no se encuentra en otro

(Bahrami et al., 2015).

Desde 1940 se han aislado mas de 700 glicosidos triterpénicos de pepinos de mar con
el objetivo de realizar estudios evolutivos, biologicos y biotecnoldgicos (Han et al.,
2012; Bahrami et al., 2015). De los 121 glicosidos triterpénicos que se han
caracterizado para la familia Holothuriidae, 80 pertenecen a 28 especies del genero

Holothuria (Honey-Escandon et al., 2015).



Los glicosidos triterpénicos (Figura 1) se sintetiza de la ruta metabolica del acido
mevaldnico a partir de unidades de isopreno. En la mayoria de los casos, el esqueleto
resultante es una estructura del tipo holostano con un grupo lactona. Se han descubierto
tres tipos de agliconas: el 3B-hidroxiholost-9-eno, 3B-hidroxiholost-7-eno y el tercero es
una aglicona donde presenta el grupo lactona a partir del C16 unido inmediatamente al
C18, un ejemplo es el cucumaridsido Gz, Se han identificado agliconas con grupos
acetoxilos unidos al C16, C22, C23 6 C25, grupos hidroxilos en C12 6 C17 y una
ramificacion distinta en el C20 ubicado de la lactona. Hay agliconas con estructuras del
tipo no-holostano y hasta ahora se han identificado 9 estructuras diferentes, un ejemplo
es DS-penaustrosido que no tiene el grupo lactona (Honey-Escandon et al., 2015;

Bahrami et al., 2015; Minale et al., 1995).

En el C3 de la aglicona est4d unida una cadena de oligosacaridos (lineal o bifurcada)
que contiene hasta 6 unidades de azucares que incluyen D-quinovosa, D-glucosa, 3-O-
metil-D-glucosa, 3-O-metil-D-xilosa, D-xilosa y rara vez se presenta 6-O-acetyl-D-
Glucosa, 3-O-metil-D-quinovosa y acido 3-O-metil-D-glurénico (Kalinin et al., 2000;
Caulier et al., 2011). D-xilosa siempre siempre se presenta como el monosacarido
inicial de la cadena y 3-O-metil-D-glucosa y 3-O-metil-D-xilosa siempre se presentan
como los monosacaridos terminales de la cadena. La cadena de oligosacaridos suele
presentar grupos sulfatos unidos a las unidades glicosidicas. Estos grupos sulfatos
juegan un importante papel en la actividad membranolitica de los glicosidos
triterpénicos. La presencia de un grupo sulfato unido al C-4 de la unidad de xilosa
aumenta de manera significativa la actividad. Por el contrario, la presencia de un grupo
sulfato unido al C-6 de la unidad terminal de D-glucosa y en los residuos de D-3-O-
metilglucosa reduce la accidon membranolitica (Kalinin et al., 2008; Bahrami et al.,
2015).

Al tener una cadena de monosacaridos (hidrosoluble) unida a un esqueleto del tipo
triterpenoide, la estructura del glicosido triterpénicos le confiere propiedades

surfactantes. Esto permite formar complejos con la estructura del colesterol de la



membrana celular causando lisis (Cheeke, et al., 2006).

(0)

OH

Figura 1. Ejemplo de glicosidos triterpénicos extraido de Stichopus mollis (Moraes et al., 2004).

Los glicdsidos triterpénicos de los pepinos de mar son raros en el reino animal ya que
muy pocos grupos los contienen (sélo se ha encontrado estas biomacromoléculas en
ciertas esponjas y en peces del género Pardachirus) y, a diferencia de las saponinas
producidas por organismos terrestres, tienen una singular estructura quimica
probablemente como consecuencia de adaptarse a distintas condiciones ambientales

(Maier, 2007).

Para caracterizarlos glicosidos triterpénicos se usa preferentemente un espectrometro
de masas (algunos acoplados a un Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia
(CLAE). La técnica puede ser espectrometria de masas con desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz acoplada a un analizador de “tiempo de vuelo” (MALDI-TOF),
espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS) o, menos frecuente,
se usa el Bombardeo con Atomos Rapidos (FAB-MS). Basado en los datos de Bahrami
et al. (2015) y Van Dyck et al. (2009), se puede tener una aproximacion bastante certera
de los resultados obtenidos por espectrometro de masas en tandem. A partir de las

fragmentaciones resultantes, se puede deducir una estructura, pero es necesario el uso



de otras técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN) para comprobarla

(Rodriguez et al., 1991).

La RMN provee vasta informacion sobre la estructura de los glicésidos triterpénicos,
sobre todo de la aglicona. En el estudio de Rodriguez et al. (1991) los espectro de RMN
13C muestra sefiales caracteristicas para el doble enlace de las agliconas del tipo 3p-
hidroxiholost-9-eno y 3B-hidroxiholost-7-eno e igualmente informacion del grupo
lactona. Finalmente, los espectros de correlacion como DEPT, COSY, NOESY, HSQC,
HMBC y TOCSY van a corroborar la presencia de un esqueleto de holostano, la

secuencia glicosidica y los enlaces interglicosidicos (Bahrami et al., 2015).

Es recomendable realizar un andlisis por infrarrojo (IR) para identificar el grupo

sulfato y la presencia de la lactona (Rodriguez et al., 1991).



2.- Antecedentes
2.1 Determinacion de glicésidos triterpénicos

Una forma mas reciente y precisa de caracterizar los glicosidos triterpenicos, es a
través de diferentes tipos de espectrometrias de masas y resonancia magnética
nuclear. El primer registro en la literatura de identificacién de estas moléculas usando
estos métodos data de 1991; de ahi los siguientes se publicd desde el 2009 hasta la
fecha. Estos métodos han permitido aislar gran cantidad de saponinas de cada especie
de mar, cuando por los métodos tradicionales, inicamente se aislaron de uno a tres

compuestos.

Rodriguez et al, 1991 aislaron a los glicosidos triterpénicos desholothurina A,
holoturinosido A, B, C y D, de la especie Holothuria forskali. Estas moléculas se
diferencian entre si por el nimero de monosacaridos que conforman a su glicona. En
ese ensayo se determin6 que los holoturinosido A y B son estructuras no sulfatadas (las
primeras reportadas). Se tiene la teoria de que desholoturina A es un intermediario de
alguno de los glicdsidos triterpénicos caracterizados. Holoturinosido A fue tratado con
acido para romper los enlaces glicosidicos. Se identificd con un cromatografo de gases

acoplado a un espectrometro de masas GC-MS.

Con el FAB-MS se determiné el peso molecular de holothurinosido A, la aglicona,
la glicona y sus distintas fragmentaciones que identifica a cada monosacarido. Para
comprobar le existencia de los azlicares se hizo un anélisis por RMN 'H identificando
lo 5 protones anoméricos y RMN '3C para identificar a los carbonos de todos los
monosacaridos. Con RMN '*C también se confirmé la presencia del anillo del grupo
lactona, un doble enlace en el C9, una estructura del tipo tetrahidrofurano en la
ramificacion del C20 y grupos hidroxilos en el C17. Finalmente se determin6 el orden
de los monosacéaridos dentro de la cadena por medio de la combinacion de los
experimentos de dos dimensiones COSY y NOESY. Los demés glicosidos
triterpénicos fueron tratados de la misma manera presentando también diferencias en la
aglicona como grupos hidroxilos en el C17. Holothurinosido B es el tnico glicosido

triterpénico que presenta una ramificacion distinta en el C20 de la aglicona.

Van Dyck et al., 2009 también estudiaron el contenido de glicosidos triterpénicos

en los tubulos de Cuvier y la piel de la especie Holothuria forskali pero con



espectrometria de masas. En el ensayo se utilizo un equipo de MALDI-MS para
detectar, analizar la mezcla de glicésidos triterpénicos en el extracto y obtener
proporciones relativas de las moléculas. Este equipo permitié observar que estos
metabolitos se encuentran en los tubulos de Cuvier en mayor proporcion y con mayor
diversidad en comparacion con los determinados en la piel. Con el LC-MS-MS se
determino el peso molecular de la aglicona y los glicidos que conforman la glicona.

Por ultimo, se us6 LC-MS para identificar los posibles isdémeros presentes.

En el ensayo se logré identificar una mayor cantidad de glicosidos triterpénicos
que lo conseguido por Rodriguez et al, 1991. Alrededor de 38 moléculas de estos
metabolitos de los cuales se describieron 16 debido a la presencia de isémeros (se
determind hasta 5 para cada molécula). Holothurinosido E, F, G, H e I son los
glicosidos triterpénicos descritos que provienen de la piel. De la tubulos de Cuvier se
describieron una mayor cantidad de estos metabolitos y que estan en mayor
proporcion que los hallados en la piel: Holothurinosido Ci, E, Ei1, A1, F, Fi, G, G1, H,
Hi, I, I1, desholothuirn A; y una molécula no identificada.. Ademads, en ambos tejidos
se describieron los confirmados anteriormente por Rodriguez et al, 1991:

holoturinosido A, C y desholothuin A.

Van Dyck et al., 2010 analizaron la mezcla de glicésidos triterpénicos en los
extractos obtenidos de la piel y los tibulos de Cuvier pero en esta ocasion de cinco
especies de pepino de mar: Holothuria atra, Holothuria leucospilota, Pearsonothuria
graeffei, Actinopyga echinites y Bohadschia subrubra. Para ello usaron distintos
equipos de espectrometria de masas. Con el LC-MS-MS se obtuvo un espectro donde
se observan los pesos moleculares de los fragmentos correspondientes al sulfato
monoacido de sodio (NaHSO,), la aglicona, la glucosa, y xilosa. Ciertos glicosidos
triterpénicos lograron ser identificados y caracterizados. Se propusieron estructuras
para triterpenos que no se identificaron, sobre todo los isémeros que son muy dificiles
de caracterizar. El analisis por MALDI-MS permitié observar que la mezcla de
glicosidos triterpénicos es distinta en las diferentes partes del cuerpo que se produce.
Hay triterpenos que son sintetizados por diferentes especies como holothurina A y
desholothurin A. También hay glicésidos triterpénicos que solo los produce una

especie de pepino de mar.

Bondoc et al., 2013 determinaron el contenido de glicdsidos triterpénicos en la piel

de Holothuria scabra, Holothuria fuscocinerea y Holothuria impatiens, especies de
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pepino de mar de la familia Holothuriidae. El principal objetivo fue la busqueda de
una huella quimica que permita identificar una especie mediante su contenido de
glicosidos triterpénicos. Primero se cuantificoé la concentracion de glicdsidos
triterpénicos por medio del ensayo de hemolisis y el ensayo colorimétrico de
vainillina-acido sulfurico. Por medio de estos ensayos de observd que a una mayor
concentracion de glicosidos triterpénicos no siempre se tiene una mayor actividad
membranolitica. Para analizar la mezcla se utilizé un equipo de MALDI-FTICR
(Fourier transform ion cyclotron resonance) MS, un dispositivo con un método muy
complejo para analisis de muestras con una resolucion de masas casi ilimitada. Sin
contar los isémeros, en los espectros obtenidos de cada especie se encontrd que
Holothuria scabra tuvo la mayor cantidad de sefiales con 20, seguido de Holothuria
fuscocinerea con 17 y Holothuria impatienes con 16. No se observé alguna relacion
entre la concentracion de glicosidos triterpénicos, la diversidad de estos y la actividad
membranolitica. Mediante un MS-MS se identificaron algunos glicdsidos
triterpénicos como holothurin A e impantiensida A. Finalmente es posible obtener
una huella quimica pero solo es aplicable a algunas especies, razoén por la que es

necesario obtener perfiles completos de glicdsidos triterpénicos.

Bahrami et al. (2014) se concentraron en caracterizar e identificar todos los
posibles glicésidos triterpénicos que se sintetizan en la viscera y la piel de la especie
Holothuria lessoni. Al final lograron identificar 36 moléculas tan solo en la viscera
que tiene mas diversidad de estas moléculas que la piel. Esto gracias a que usé un
equipo de separacion llamado High Performance Centrifugal Partition
Chromatography (HPCPC) que usa un método muy eficiente en la purificacion de
los compuestos con baja polaridad y efectivo para procesar grandes cantidades de
muestra. Un equipo muy apropiado para la separacion de glicdsidos triterpénicos. Se
us6 MALDI-MS para analizar las mezclas y dos equipos de (MALDI-MS)-MS y
(ESI-MS)-MS para analizar las fragmentaciones resultantes. El proyecto logro
caracterizar la estructura de siete nuevos compuestos; holothurinosido O,
holothurinosido P, holothurinosido Q, holothurinosido R, holothurinosido S y
holothurinosido T. También se identifico la presencia de 6 compuestos conocidos;
holothurin A, holothurinosido A, holothurinosido A1, holothurinosido E,
holothurinosido E1 y 17-dehidroxi-holothurinosido A.

En otro proyecto de Bahrami et al., 2015, utilizando el mismo método de
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purificacion (HPCPC), determind nuevas estructuras de glicosidos triterpénicos de la
viscera de Holothuria lessoni. Estas moléculas conocidas como lessoniosidos fueron
analizadas por MALDI-TOF y CL-EMAR con la técnica de EM en tandém la cual,
ademas de proporcionar los pesos moleculares de las distintas fragmentaciones,
también aportd evidencia de que ciertas estructuras contienen un grupo O-acetilo en
el C16 de la aglicona o en la ramificacion unida al C20. Igualmente se hallaron las
mismas estructuras, pero sin el grupo O-acetilo. De los glicésidos triterpénicos
caracterizados, los Lessoniosidos A, B y D contienen un grupo O-acetilo en el C16 de
la aglicona, mientras que lessoniosidos C y E, el grupo O-acetilo se encuentra en la
ramificacion unida al C20. Finalmente, también se caracterizaron a los lessoniosidos

F y G, y sus estructuras no acetiladas.
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2.2 Actividad Antimicética

Se ha reportado que ciertos glicosidos triterpénicos tienen actividad antimicotica
significativa. Sin embargo, no se ha reportado molécula alguna de este tipo que supere

la accion de los antimicéticos comerciales.

Kitagawa et al. (1989) caracterizaron los pervicosidos A, B y C, extraidos de la pared
corporal y tubulos de Cuvier de Holothuria pervicax. Sus estructuras se diferencian
entre si por ramificaciones unidas al carbono 20 del triterpeno (Fig. 2). Los hongos
usados en el ensayo fueron Aspergillus niger, Aspergillus orizae, Penicillium
chrysogenum, P. citrinum, Mucor spinescence, Cladosporium herbarum, Rhodotorula
rubra, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum,Candida albicans y C. utilis. Al final,
los pervicosidos A y C mostraron actividad significativa en cada una de las distintas
especies de hongos, pero fue pervicosido B el glicésido triterpénico que mostrdé mayor

actividad inhibitoria.

Rin B, c)

OH R, : NaOsS

Pervicosido A: Ry,
DS-Pervicosido A : Ry, ,R,

Pervicosido B: Rjp
DS-Pervicosido B : R ,R,

Pervicosido C: Rjc
DS-Pervicosido C : R ,R,

Figura 2. Estructuras de los pervicosidos A, B y C. También se ilustran los derivados desulfatados (DS-

pervicosidos) que son las biomacromoléculas que se usaron en las pruebas antimicoéticas (tomado de Kitagawa et al.,

1989).

En otro estudio, Abraham et al. (2002) realizaron la misma determinacion, pero con

extractos etanolicos crudos de Holothuria scabra y observaron actividad antifungica
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significativa en las cepas de Candida albicans, Aspergillus niger y Trycophyton
mentagraphytes pero por debajo de los antimicéticos comerciales (cloranfenicol y

ampicilina).

Zhang et al. (2006) aislaron y caracterizaron los fuscocinerosidos A, B y C (Fig. 3) de
Holothuria fuscocinerea con la intencion de inhibir el crecimiento de Pyricularia
oryzae (perteneciente al grupo de los hifomicetos), patdgeno de la planta del arroz. En
el ensayo también se incluyeron dos triterpenos de bioactividad conocida: el pervicésido
C de Holothuria pervicax y holoturina A de Holothuria leucospilota. Al final se
encontrd que los cinco triterpenos mostraron actividad significativa contra el hongo,

pero fue fuscocinerdsido C el que mostrd mayor actividad de los fuscocinerosidos.
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Figura 3. Estructuras de los fuscocinerdsidos A (1R), B (2R) y C (3R) (Zhang et al., 2006).
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El triterpeno axilogosido A (Figura 4), extraido de Holothuria leucospilota, fue

probado en Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus. En

este estudio se usaron dos derivados de axilogosido A, cada uno con un grupo distinto

unido al C4 del monosacérico de D-Xilosa (Fig. 4). Estos grupos son el acido sulfonico

(-SO3H) y el sulfato (-SO3Na). Al final se reportd que el triterpeno con el grupo sulfato

es mas activo (Yuan et al., 2008).

s OH

OH
IR = OSO;H

2R = 0SO;Na
OH

Figura 4. Estructuras de los derivados del axilogdsido A, (Yuan et al., 2008).

De la especie Psolus patagonicus se aisld y caracterizo patagonicdosido A y se obtuvo

un derivado desulfatado (Fig. 5). Se probd en tres cepas de hongos fitopatogenos:

Cladosporium fulvum, Fusarium oxysporum y Monilia sp. (con benomilo como

control). Al final se obtuvieron resultados prometedores debido a que patagonicésido A

inhibio el crecimiento de Cladosporium fulvum y Monilia sp. casi al nivel del benomilo.

La forma desulfatada del triterpeno no mostro6 tal actividad (Muniain et al., 2008).
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Figura 5. Estructura de patagonicdsido A (1) y su derivado desulfatado (2) (Muniain et al., 2008).

En la investigacion de Ismail et al. (2008), no se realizaron caracterizaciones. En ese
estudio se trabajo con extractos acuoso y metandlicas a diferentes concentraciones de la
pared y fluido corporal de un ejemplar de Holothuria poli. Dichos extractos se
dividieron en seis fracciones, cada uno extraido con una concentracién diferente de
metanol. En el experimento se us6é Trichophyton rubrum y dos tipos de Aspergillus
fumigatus y Candida albicans con anfotericina B como antimicotico control. El
resultado mostrd que cada tipo de extracto, acuoso o metanolico, inhibi6é a un tipo de
Aspergillus fumigatus y Candida albicans. Ambos extractos inhibieron a Trichophyton

rubrum.

Los hemoiedemosido A y B, extraidos de Hemoiedema spectabilis (Fig. 6) inhibieron

significativamente el crecimiento de Cladosporium cucumerinum (se probd en 5
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distintas cepas con benomilo como control), un hongo que afecta los cultivos de pepino

(Chludil et al., 2008).

OH
Ry © Estructura 1: R{,R,=SO;Na R3;=H
|l o
0

Estructura 1a: Ry, R,, R; =H

OH
Estructura 2: Ry, Ry, R3 = SO3Na

—0
Ry o OH

Figura 6. Estructuras de hemoiedemésido A (1), A desulfatada (1a) y B (2) (Chludil et al., 2008).

Han et al. (2009 a) aislaron a scabrasido A (la aglicona contiene un grupo 1-metil-2-
penteno), equinosido A (la ramificacion es un 2-metil-pentano) y holothurina A
(pentanol) de la especie Holothuria scabra (Figura 7). Fueron probados en siete
diferentes cepas de hongos (Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Candida
pseudotropicalis, Trichophyton rubrum, Fonsecaea compacta, Aspergillus fumigatus y
Microsporum gypseum). Como control positivo se us6 fluconazol, terbinafina e
itraconazol. Al final se observo que dichos metabolitos presentan diferentes actividades
frente a las distintas cepas, pero no tuvieron una actividad comparable con los

antimicoticos.
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Figura 7. Estructura de scabrasido A (1) echinosido A (2) y holothurina A (3). (Han et al., 2009 A).

Otro estudio es el de Mokhlesi et al. (2012) quienes realizaron estudios en la especie
Holothuria leucospilota, de la que se obtuvo extractos (metandlicos y agua-
metanolicos) de los fluidos celomicos, de los tubulos de Cuvier y de la pared corporal.
Estos extractos fueron probados en cepas de Candida albicans y Aspergillus niger (con
gentamicina y fluzanol para las cepas control). Los resultados mostraron una mayor
actividad significativa antimicotica por parte de los extractos obtenidos de los tubulos
de Cuvier y del fluido celémico en las cepas de Aspergillus niger que en las cepas de

Candida albicans. Los extractos obtenidos de la pared corporal no tuvieron actividad.
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2.3 Citotoxicidad

Otra actividad que han manifestado los glicosidos triterpénicos aislados de holoturias
es la citotoxicidad. Varios autores han reportados bioactividad de estas

biomacromoléculas en células cancerosas (Hernandez et al., 2005).

Zhang et al. (2006) realizaron el ensayo de citotoxicidad probando a fuscocinerdsido
A, B, y C (Figura 8) en células de leucemia humana y cancer de higado, usando el
agente anticancerigeno 10-hidroxi-campotecina 98% (HCP) como control positivo. Para
comparar actividades se complementd el ensayo con dos triterpenos conocidos:
pervicosido C y holoturina A. Al final, el fuscocinerdsido C mostré actividad cercana al
agente anticancerigeno HCP en ambas lineas de cancer. Todos los triterpenos tuvieron

mas impacto en las células de hepatoma que en las de leucemia humana.

Han et al. (2009b) determinaron la citotoxicidad de scabrasido A y B de Holothuria
scabra en dos tipos de células de leucemia humana, un tipo de células de cancer de
mama y un tipo de células de hepatocarninoma. Se usé el agente anticancerigeno HCP
como control positivo. Los glicosidos triterpénicos mostraron actividad en ambos tipos

de células de leucemia humana incluso mayor que el agente anticancerigeno.

Posteriormente los mismos autores realizaron ese bioensayo con fuscocinerdsido C de
Holothuria fuscocinerea, también con scabrasido y 24-dehidroequinésido A extraidos
de Holothuria scabra (Fig. 8). Se probaron en células de leucemia de raton, de cancer
gastrico, de cancer de pulmén humano, de cancer de seno y de cancer colorrectal
humano. Se us6 HCP como control positivo. Al final se observo que los tres triterpenos

exhiben citotoxicidad contra los cinco tipos de cancer (Han et al., 2012).
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Figura 8. Scabrasido D (1), fuscocinerosido C (2) y 24-dehidroechindsido A (3) (Han et al., 2012).
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2.4 Estudios en México

Los estudios a nivel nacional son escasos y solo se ha caracterizado glicdsidos
triterpénicos del tipo parvimésido (Iiiguez et al., 2005). Se han estudiado especies
pertenecientes a la familia Stichopodiidade distribuidas en el Golfo de California. Otra
familia muy estudiada es Holothuriidae, con especies que se encuentran en el Golfo de

México.

ffiiguez et al. (2005) caracterizaron las holoturinas parvimésido A y B (Fig. 9)

extraidas de Stichopus parvimensis por RMN. No realizaron pruebas de bioactividad.

]
i

HO

e}
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Estructura A : R=CH,0H

Estructura B: R=H

Figura 9. Estructuras de los parvimosidos A y B ({fiiguez et al., 2005).
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Muioz (2011) obtuvo extractos crudos de Isostichopus badionotus y Astichopus
multifidus. Los extractos crudos y las fracciones obtenidas se usaron para probar cierta
letalidad en Artemia salina y Giardia intestinalis. Se analizo el potencial citotoxico de
A. multifidus en distintas lineas celulares. Al final se observo que los extractos crudos
de 1. badionotus mostraron actividad antiparasitaria, pero al realizar los
fraccionamientos se perdio dicha actividad. Por el contrario, A. multifidus no presento
actividad como extracto crudo, pero presentdé actividad antiparasitaria cuando fue
fraccionada. También presentd ser un agente antiproliferativo sobre varias lineas

celulares.

En otro estudio, Acosta (2011) estudié el potencial antiparasitario de Holothuria
floridana, Holoturia grisea, Holothuria mexicana y un hibrido de H. floridana y H.
mexicana. Los parasitos usados fueron Giardia lamblia, Giardia intestinalis y
Trichomonas vaginalis. Los extractos de las tres especies demostraron actividad
antiparasitaria significativa. Ademas, se observo actividad hemolitica de una fraccion

del espécimen hibrido.
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3. Objetivos

Realizar la extraccion, separacion, identificacion y caracterizacion parcial de los
glicosidos triterpénicos presentes en la piel y visceras de la especie Holothuria lubrica,

y evaluar su actividad biolégica.

3.1 Objetivos particulares

o Recolectar, preservar y realizar la identificacion taxondmica de los

ejemplares de Holothuria lubrica.

. Elaborar una ficha de identificacion taxonomica de Holothuria lubrica
mediante la descripcion del ejemplar y sus espiculas utilizando microscopia

electronica de barrido.

o Obtener el extracto crudo de la piel y visceras de los pepinos

recolectados.

o Empleando técnicas de separacion cromatografica, obtener las fracciones

que contendran las posibles moléculas responsables de la actividad.

. Caracterizar  las  moléculas  obtenidas  mediante =~ métodos
espectrofotométricos, por comparacion con otros espectros reportados en la

literatura.

. Evaluar la actividad biologica antimicética, antiproliferativa y

citotoxicidad
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4.- Objeto de estudio

Los pepinos de mar pertenecen al Phylum Echinodermata, palabra proveniente de dos
vocablos griegos: echinos (espinoso) y dermis (piel), porque su principal caracteristica
son las estructuras calcareas que se encuentran en la piel. Otras caracteristicas de estos
animales son simetria pentarradial, sistema vascular acuifero, sistema digestivo

completo y un sistema hemal (Samyn et al., 2006).

El Phylum Echinodermata se divide en cinco clases: clase Asteroidea (estrellas de
mar), clase Ophiuroidea (ophiuros), clase Echinoidea (equinoideos o erizos de mar),
clase Crinoidea (crinoideos o lirios de mar) y, finalmente, clase Holothuroidea (pepinos

de mar) (Samyn et al., 2006).

Los pepinos de mar han estado en nuestro planeta desde hace unos 400 millones de
afios. Estan ampliamente distribuidos en todos los océanos del mundo y se han
descubierto pepinos de mar tanto en las zonas intermareales como en las profundidades
oceanicas. La caracteristica anatomica (Fig. 10) mas importante es la forma prismatica
pentagonal sin extremidades que adopta su cuerpo. Se suele encontrar la boca y el ano
en polos opuestos. La boca estd rodeada de numerosos tentaculos. El tamafio depende
de la especie, que varia de un par de centimetros hasta un metro de largo (Purcell et al.

2010).
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rtladreporita
ambulacro
canal pétreo T 4 /

canal del anillo

<
S
anillo calcéreo %i'
ZH/

laca interradial — N
p 4 N3

) I
placa radial — @,

o)

o papila anal
/ |
disco oral / vesicula de Poli
e podio ventral
boca dmpula tentacular arbol respiratorio

tentaculo

Figural0. Anatomia del pepino de mar comun (imagen modificada de Clark & Rowe, 1971).
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Los pepinos de mar son detritivoros, esto es, que la principal fuente de alimento son
los sedimentos marinos que toman con sus papilas adhesivas impregnadas de moco
localizados en los tentaculos de la boca. Los métodos de alimentacion de las holoturias
tienen cierto beneficio ecologico pues modifican el sustrato y reciclan la materia

organica (Purcell et al., 2010).

Ciertos pepinos de mar liberan glicésidos triterpénicos en su pared corporal (lisado)
que produce impalatabilidad cuando un depredador muerde al pepino de mar (Bingham
et al., 1985). Estas moléculas también se encuentran en los llamados "tubulos de
Cuvier"; filamentos pegajosos insertos en la base de la cloaca, que, cuando son
expulsados, se adhieren al depredador con la intencidn de irritar, distraer o inmovilizar.
Solo las holoturias pertenecientes a la familia Holothuriidae presentan esta estructura.
Sin embargo, no todas las especies de esta familia usan los tubulos de Cuvier y

contienen escasa cantidad de estos filamentos (Hernandez et al., 2005).
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4.1. Descripcion de la especie (tomado de Solis-Marin et al., 2009).

Diagnosis: Cuerpo cilindrico. El tamafio varia alrededor de 11 cm. Su color es verdoso
con tonos oscuros sobre todo en la zona bucal, el vientre presenta colores mas claros,
los pies ambulacrales presentan tonos amarillentos y en la zona dorsal presenta puntos
negros. El ejemplar cuenta con gran cantidad de pies ambulacrales repartidos en el
vientre de manera uniforme. Los ejemplares presentan de 18 a 20 tenticulos color café
oscuro y presenta pequefias zonas brillantes. También presenta un par de canales
pétreos, madreporita plana en forma de gota con punta redondeada y de una a tres largas
vesiculas de Poli.  Presenta pequefios tibulos de Cuvier que pueden pasar
desapercibidos. Las espiculas extraidas de la pared del cuerpo y de los pies
ambulacrales tienen apariencia de barrotes y se curvan en forma de C. Los barrotes
tienen diversas caracteristicas que van desde tener puntas rugosas y poste liso, hasta
barrotes densamente espinosos. Los pies ambulacrales, ademds, presentan placas

terminales perforadas (Solis-Marin et al., 2009).
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Figura 11. Vista dorsal del pepino de mar Holothuria lubrica Selenka, 1867 (A). Fotografia de espiculas (B-D)

caracteristicas de la especie (tomado de Solis-Marin et al., 2009).
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4.2. Taxonomia de Holothuria lubrica Selenka, 1867

Clasificacion (Paulay et al., 2014):
Dominio: Eukaryota Chatton, 1925
e Reino: Animalia Linnaeus, 1758
0 Subreino: EumetazoaBuetschli, 1910
= Rama: Bilateria Hatschek, 1888
% Superphylum: Deuterostomia Groben, 1908
+ Phylum: Echinodermata Klein, 1734
» Subphylum: Eleutherozoa Bather, 1900
v" Superclase: Cryptosyringida Smith, 1984
e Clase: Holothuroidea Blainville, 1834
O Subclase: Aspidochirotacea Brandt, 1835
=  Orden: Aspidochirotida Grube, 1849
+ Familia: Holothuriidae Ludwig, 1894
» Subgénero: Selenkothuria Deichmann, 1958
v Especie: Holothuria (Selenkothuria) lubrica
Selenka, 1867
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5. Material y Método
5.1. Muestreo

En total se hicieron cuatro muestreos. El primero se realizé en Punta Brujas Mazatlan,
estado de Sinaloa (figura 12). El segundo se efectu6 en una poza de marea (1-1.5m) en
la costa del puerto de Acapulco, estado de Guerrero (figura 13). El tercer muestreo se
realiz6 en Isla Cocinas, Bahia de Chamela, Jalisco (figura 14), y el cuarto en San
Carlos, Sonora (figura 15). Se confirm¢ la identidad de todos los ejemplares por medio
de la observacion microscopica de las espiculas. Durante la recolecta los ejemplares se
mantuvieron en una cubeta de agua de mar sin agregar quimico alguno. Los pepinos de
mar se guardaron en una bolsa de plastico y se almacenaron congelados en una hielera.
Al llegar al Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia se almacenaron en el

ultracongelador a -80°C.
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Figura 12. Primer muestreo realizado en Punta Brujas, Sinaloa (Google maps, 2014).
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1. la roquet,

Figura 14. Punto de Colecta de la tercera salida en la Isla Cocinas, Jalisco (Google maps, 2014).

29



Figura 15. Cuarto muestreo realizado en San Carlos, Sonora (Google maps, 2014).
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5.2. Identificacion Taxonomica

Para identificar la especie se observaron las espiculas de la piel. Estas son
componentes microscopicos del esqueleto de la pared corporal y se encuentran en
diferentes formas como ruedas, botones, rosetas, cestos, torres, y barrotes en forma de C

(Toral, 2005).

Para su analisis se realizo el procedimiento siguiente (segiin Honey-Escandon, 2012):

o Se secciona un trozo de tejido (piel del dorso y vientre, pies ambulacrales
del vientre, papilas del dorso y tentaculos) de alrededor de 2 mm por lado y se
pone sobre un portaobjeto.

o Se adiciona una gota de hipoclorito de sodio sin diluir sobre el trozo y se
espera unos minutos hasta que se disuelva el tejido.

. Posteriormente se coloca en un microscopio estereoscopico para su
observacion.

. Se confirma la especie del ejemplar gracias a los datos reportados en la

literatura.
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5.3. Preparacion de la muestra.

Se analizaron por separado la piel y las visceras de los ejemplares recolectados. Se
licuaron ambos tejidos por separado y se colocaron en un matraz al que posteriormente
se agregd Etanol 70%. Los matraces con la muestra se almacenaron en refrigeracion

durante dos dias a 4°C.

Después de dejar reposar las muestras, se centrifugaron con una ultracentrifuga
Beckman Coulter a 20000 RPM durante 20 minutos a alrededor de 4°C.o una Avanti J-
25 a 7000 RPM durante 30 minutos a 4°C. Una vez terminado el proceso de
centrifugacion, el sobrenadante se filtro y traspas6 a un matraz Erlenmeyer rotulado de
500 ml y se guardo en el refrigerador a 4°C. Los pellets resultantes se almacenaron en el

ultracongelador.

A continuacion, las muestras se secaron en una centrifuga con vacio Speed Vac
Concentrator Squant ISS110 (condiciones de secado: temperatura baja durante 5 horas)
y un Rotavapor marca Biichi (Lab Tech Nick AG) con una bomba marca SEV. El

producto seco se recuperd con metanol al 90%.

Posteriormente se inici6 la extraccion liquido-liquido con el “Método modificado de
Kupchan” (Kupchan et al., 1973) que elimina ciertas biomoléculas como grasas,
proteinas entre otras. Se realizd la particion al concentrado con tres disolventes: hexano,
diclorometano y cloroformo (en orden ascendente de polaridad). La relacion de los
disolventes con el concentrado de la muestra es 1:1 y se hicieron tres repeticiones para
cada solvente. Durante el proceso de extraccion con cloroformo se ajust6 la cantidad de
agua a 75%, misma accidn se hizo con la extraccion con diclorometano para ajustar la
concentracion a 60%. Se agrega agua al concentrado para evitar que el cloroformo y el
diclorometano se disuelvan con el metanol. Se desecharon todas las fases organicas.
Algunas veces la muestra form6 una emulsion con el diclorometano y se tuvo que
refrigerar para eliminarla. Terminado este paso se lleva a sequedad el extracto mediante

rotavapor y se disolvié en agua (Van Dyck et al. 2009).
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5.4 Separacion de los glicosidos triterpénicos del extracto crudo.

Se realiz6 la purificacion mediante la resuspension de la muestra en 20 ml de agua y
se colocd en una columna (un metro aproximado de altura con 4 cm de ancho) de
amberlita XAD-4 (Sigma Aldrich, 20-50 mesh) que se deja reposar en agua antes de
montar a la columna. La muestra en la columna se lava con agua para eliminar la sal, se
lava con agua Millipore la columna para eliminar sales; su ausencia se comprobd con
nitrato de plata. Después se agrega una solucion agua-metanol a distintas
concentraciones (metanol 15 %, 25 %, 50% y 75%; en ese orden) para obtener eliminar
ciertas impurezas. Finalmente, se eluyd con metanol en funcién de su polaridad para
obtener los glicdsidos triterpénicos y otros compuestos con la misma polaridad.
Posteriormente se llevdo a sequedad cada fraccion obtenida y el producto seco se
disolvido en agua. Finalmente, se particiond por ultima vez con n-butanol (v/v) en
proporcion 1:1 conservandose la fase organica, donde estan contenidas estas moléculas.

El monitoreo de cada una de las fracciones se realizd con cromatografia en capa fina
(CCP), con 6leo y/o p-anisaldehido como revelador. Las placas que dieron positivo a
los reveladores se agruparon en una sola fraccion. Se determina el factor de retencion

(RF) de cada fraccion revelada con CCP.

Después de la columna, se utilizd el equipo de HPLC con detector UV-visible
Shimadzu LC-4, con una columna C-18 (Purospher Star Columns Merck) con el fin de
separar las moléculas presentes en la muestra. Se usaron las condiciones descritas por
Ramirez (2015), Bondoc et al., (2013) y Van Dyck et al. (2009). Todas los analisis se
detectaron a 205 y 213 nm y se us6 metanol:agua con diferentes gradientes como fase
moévil . Sin embargo, no se obtuvieron cromatogramas con sefiales con buena

definicion. Se probaron otros métodos no reportados, pero fueron infructuosos.

Finalmente se observo separacion en un equipo de HPLC (Agilent 1200 Series)
acoplado con un espectrometro de masas con electrospray (detector E.M. Bruker
Esquire 6000). Para esto se us6 una columna Luna 3u C18 (2) 100x 2.0 mm. El método
consistid en usar un flujo isocratico de 0.2 ml/min, con un gradiente, donde la fase
movil, el eluyente A fue el metanol que iniciaba a 20% y terminaba a los 30 minutos al

100%. El eluyente B fue agua Millipore con 0.1 % acido acético.
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5.5 Caracterizacion

Para su caracterizacion parcial de la mezcla de glicosidos triterpénicos se usaron
principalmente espectrometros de masas. Uno de ellos fue el espectrometro de masas
con desorcidon/ionizacion laser asistida por matriz acoplada a un analizador de “tiempo
de vuelo” (MALDI-TOF) con &cido sinapinico como matriz. Este sistema registrd un
nimero de sefiales que son semejantes a las sefiales de ciertos glicosido triterpénicos
expuestos por Van Dyck et al. (2009) y Bahrami et al., (2014). Las muestras fueron
enviadas para su analisis al laboratorio de cromatografia del Instituto de Quimica. El
Espectrometro de Masas es un Microflex (Bruker Daltonics flex Analisis) con un rango

de masas de 500 a 5000 Da, el espectro se obtuvo después de 400 shots.

Otro método utilizado fue CLAR o CLAE (cromatografia de Liquidos de Alta
resolucion o eficiencia) acoplado a un espectrometro de masas con ionizacion por
electrospray (EM-IES, o ESI-MS en inglés) que permitié analizar la muestra y obtener
fragmentaciones de cada sefial. Las muestras también fueron enviadas al laboratorio de
cromatografia del Instituto de Quimica. El equipo es HPLC HP Model 1100 acoplado a
un EM modelo Bruker Esquire 6000 ESI-ion. El rango de masas fue 500-3000 m/z.

Los probables glicosidos triterpénicos fueron detectadas en modo positivo y cada
valor reportado corresponde al pseudo-ion molecular [M+Na]® debido a que los
glicosidos triterpénicos son afines a iones alcalinos, sobre todos aquellos glicosidos
sulfatados. Se usara los datos de Bahrami et al. (2014) y la base de datos Chemspider

(http://www.chemspider.com/) y para ello se calculara la masa exacta del grupo de

1sotopos de cada sefial (Gross, 2010) y asi poder identificar la posible estructura
mediante la base de datos. Para que se considere que el glicésido triterpénico obtenido
se encuentra reportado en la base de datos o se aproxima a las masas de que reporta
Bahrami et al. (2014). Para este caso la masa experimental de una sefal (cuya
intensidad debe ser >200 ua) debe diferir en 0.01 Da (1 ppm) de la masa calculada para

considerar que la sefnal pertenece a un glicosido triterpénico (Little et al., 2011).

Se us6 un UPLC (Cromatografia Liquida de Ultra-alta Resolucién) acoplado a un
espectrometro de masas en Tandem modelo Xevo TQ-S marca Waters con analizador
de trile cuadrupolo. Este equipo permitio visualizar solo las sefiales pertenecientes a una
posible fraccion. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio Nacional de Prevencion y
Control Antidopaje de la Comision Nacional de Cultura Fisica y Deporte en México

(CONADE).
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Adicionalmente, se us6 un equipo de RMN a 300 y 400 MHz. Los resultados
obtenidos se compararon con los obtenidos por Rodriguez et al. (1991) con el fin de
buscar suficientes sefiales caracteristicas como los carbonos anoméricos, la lactona y los

C7 y C9 de la aglicona que contienen el doble enlace.
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5.6 Suceptibilidad antimicdticas.

Las pruebas se realizaron con las especies Aspergillus fumigatus y Candida albicans
(Figuras 16 y 17 respectivamente). Los hongos se obtuvieron de cultivos con 5 dias de
antigiiedad de la Coleccion del Laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de
Medicina. Estos hongos se cultivaron en cajas de Petri con medio de cultivo Sabouraud
(peptona, glucosa, agar-agar, cloranfenicol, actidiona a pH 5.6) a 36°C durante 24 horas.
Posteriormente se realiz6 el conteo de conidios para especificar la cantidad en la

solucion. Finalmente, se obtuvo una solucion con concentracion de 10 UFC/ml.

Figura 16. Cultivo de Aspergillus fumigatus usado para las pruebas antimicoticas del presente estudio.

Esta concentracion se agregd a cada caja de Petri que se us6 en el ensayo (por
duplicado). Como control negativo se usaron dos soluciones de itraconazol con
diferente concentracion (100 mg/ml y 1 mg/ml). A continuacion, los microorganismos
fueron cultivados en la superficie del medio de cultivo Sabouraud y se colocaron discos
(confeti) impregnados con distintas concentraciones de la muestra control, las muestra
de piel (0.5 mg/ml y 1 mg/ml) y la muestra de viscera (0.5 mg/ml, 1 mg/ml y 2 mg/ml),
debido a la pequena cantidad de muestra que se tiene de la piel no se pudo obtener la
concentracion a 2 mg/ml. La actividad antifingica se midié analizando la relacion del
diametro de inhibicion de los discos con la concentracion del hongo (segiin Ismail et al.,

2008).
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Figura 17. Cultivo de Candida albicans utilizado para las pruebas antimicéticas del presente estudio.
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5.7 Evaluacion antiproliferativa.

Basados en los métodos de Callacondo et al., (2008) y Arencibia et al., (2003). Para la
realizacion de este ensayo, se usaron lineas celulares de leucemia mielobléstica cronica
(K562), de colon (HCT-15), de mama (PC-3), de prostata (MCF-7), de pulmén (SKLU)

y de glia del sistema nervioso central (U251) como control positivo.

Primeramente, las células se cultivaron en una placa de 96 pozos agregando 1 ml de
tripsina-EDTA 0.05% a cada uno de los pozos que contiene las lineas celulares (a
excepcion de la linea celular de leucemia). posteriormente se adicionaron 5 ml de medio
de cultivo RPMI-1640 (Gibco) con el fin de inactivar la tripsina, y se traspasaron a
tubos conicos de polipropileno de 15 ml. Se formo el paquete celular al centrifugarlas
durante 3 minutos a 3000 RPM vy se resuspendieron con medio de cultivo. A
continuacion, se determind la cantidad total de células vivas por medio de un
hematocitometro; para eso se tomaron 10 pl de la suspension y se agregaron 180 pl de

azul de tripano.

Posteriormente, se inocularon las células a un volumen ajustado de 100 pl/pozo en
una placa estéril de 96 pozos. Cada placa se inoculdé con dos lineas celulares por
triplicado y se preincubo a 37°C por 24 h en una atmdsfera de 5% de CO2 y 100% de

humedad relativa.

Se tomaron tres distintas concentraciones (10 pg/ml, 25 pg/ml y 50 pg/ml) de las
muestras de piel y viscera y se afiadieron a cada pozo para tener un volumen final de 1
ml. La placa se incubd por 48 h a 37°C. Terminada la incubacion, se afiadieron50 pl de
una solucién de acido tricloroacético (TCA) frio al 50% a cada pozo con la intencion de
fijar las células in situ; finalmente se incubd a 4°C por 60 min. Una vez terminado el
proceso de fijacion, se desecho el sobrenadante. Las placas se lavaron cinco veces con
agua desionizada y se secaron a temperatura ambiente. Se procedi6 a tefiir las células
fijadas in situ con 100 ul de una solucion al 0.4% de sulforodamina B (SRB) y se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Se removi6 la SRB no adherida con tres
lavados de acido acético al 1% y se dejo secar a temperatura ambiente. Las placas
tefiidas fueron tratadas agregando 100 pl de buffer TRIS y se agitaron durante 10
minutos para favorecer la disoluciéon del complejo. Finalmente, para obtener el
porcentaje de inhibicion del crecimiento celular (%IC) se midid, con un lector de
microplacas a una longitud de 515 nm, la densidad 6ptica (DO) de los pozos tratados

con las fracciones activas,

38



El %IC se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

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

Doénde:

DOt: promedio de los pozos tratados con el veneno
DOc: promedio de los pozos tratados con DMSO

DOb: promedio de los pozos testigo (sin células)
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6.- Discusion y Resultados
6.1 Muestreo e identificacion.
De los cuatro puntos de recolecta, se obtuvieron entre 6-9 el numero de ejemplares,

con tamafios que variaron de 9 a 10 cm de largo.

Figura 18. Ejemplar de Holothuria lubrica.
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6.2 Obtencion del extracto.

De los extractos se obtuvieron 3 lotes: el lote 1 (Punta brujas, Sinaloa) y lote 2
(Acapulco de Juarez, Guerrero); luego de ser tratados con el método Kupchan, se
agruparon en un solo lote antes de ser agregados a la columna. En el lote 3 se juntaron
los especimenes de las Gltimas dos colectas.

Los pesos de los extractos después de realizado el método de Kupchan, se localizan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Peso de muestras de cada lote antes de agregar a la columna.

Lote Zona de muestreo Piel (g) Viscera (g)

1 Punta Brujas, Sinaloa. 0.56 0.14

2 Bahia de Acapulco, | 0.8 0.55
Guerrero

1.36 (lote 1 adicionado) | 0.69 (lote 1 adicionado)

3 San Carlos, Sonora e 12.47 10.36
Isla Cocinas, Jalisco
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6.3 Separacion de los glicésidos triterpénicos del extracto crudo.

6.3.1 Separacion por columna

De la viscera se obtuvieron 37 fracciones de los Lotes 1 y 2: las primeras 25 con
metanol 10%, las fracciones 26 al 29 con metanol 15%, de la 30 a la 32 con acetona

(por error) y de la 33 a la 37 con metanol 100% (Van Dyck et al. 2009).

Figura 19. Columna con amberlita como matriz.
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Ya obtenidas A las fracciones resultantes se analizd con CCP, con 6leo como
revelador. Finalmente se obtuvieron 14 mg de todas fracciones que dieron positivo. Se
determina el factor de retencion (RF) de cada fraccion revelada con CCP. Sin embargo,
durante la CCP se halld6 que el metanol utilizado contenia impurezas que podrian
interferir en los resultados. Para eliminarlas, se realizo una particion 1:1 con cloroformo

a los extractos

Figura 20. Fracciones (28-36) reveladas con 6leo.

Sin embargo, los espectros obtenidos por MALDI-TOF mostraron gran cantidad de
sefales, lo que significa que no hubo purificacion de la mezcla de glicosido
triterpénicos. Entonces se procedié a trabajar con el lote 3 del cual se obtuvieron 75
fracciones (115 en total) que dieron positivo a 6leo y en esta ocasion se usd también p-
anisaldehido para tener una segunda referencia. Finalmente se obtuvo 27.2 mg de

extracto y fue el que se analizé con EM.

Del extracto de piel se obtuvieron 59 fracciones y el porcentaje de metanol con que

fueron elucidas se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Fracciones obtenidas de la columna de amberlita para la muestra de
piel.

Fracciones Eluyente (% metanol) Revelador
1-4 15 -

5-13 25 -

14-21 50 -

22-34 75 -

35-50 100 +

51-59 100 -

Cada fraccion se monitore6 nuevamente con CCP usando 6leo y p-anisaldehido como
reveladores. Se observaron distintos RF y se agruparon las fracciones que comparten el
mismo RF. Se obtuvieron tres extractos A, B y C (Tabla3). Nuevamente se
monitorearon con CCP para tener una mayor definicion de RF debido a que se

concentro el extracto y para buscar alguna impureza (Ramirez, 2015).

radeh o (1

s"

Figura 21. Revelado de los tres extractos de piel obtenidos de la columna de amberlita, A, B y C revelados con
oleo y p-anisaldehido.

Tabla 3. Agrupacion de fracciones segiin su RFC obtenidas del extracto de
viscera.

Grupo Fracciones Peso (mg)
A 35-36 3.8
B 37-46 9.8
C 47-50 6.2
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6.3.2 Purificacion por HPLC

Por CLAR de fase reversa no se logro la separacion. Finalmente, con el LC acoplado a
un ESI-SM se obtuvo un cromatograma donde se observa separacion (figura 22).

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 500 m/z Scan End 3000 mfz
Capillary Exit 192.3 Volt Skim 1 40.0 VoIt Trap Drive 136.1
Accumulation Time 60067 ps Averages 10 Spectra Auto MS/IMS off
Intens, |
x108 ’
6_
2
4
2 -
G rr— ]
0 5 10 15 20 25 30 35 Time [min]
#  RT [min] Area  Area Frac %
1 31.4 923775132 60.2
2 34.0 611907618 39.8

Figura 22. Cromatograma de la muestra de viscera de Holothuria lubrica obtenido por HPLC.

En el cromatograma de la muestra de la viscera se observan dos sefiales, los cuales
tienen una diferencia de tiempo de retencion de casi tres minutos. Debido a la amplitud
de la senal, es muy probable que sea una mezcla. En el segundo compuesto se observan

dos sefiales juntas, lo que probablemente indica que no hubo separacion.

La muestra de piel se analizd en este mismo equipo de HPLC, pero no se detectod

ninguna sefal, por lo que no se obtuvo cromatograma.
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6.4 Identificacion de las glicésidos triterpénicos presentes en las fracciones
6.4.1 MALDI-TOF

Para identificar las probables moléculas en los espectros, se bas6 en las masas de alta
resolucion que reportd Bahrami et al. (2014). A partir de una estructura propuesta, se
calcul6 la masa molecular (mas el aducto de sodio) o se obtuvo de la masa isotdpica que
ChemSpider reporta.

Finalmente, solo se encontraron dos senales donde las masas moleculares
experimentales difieren en 0.01 Da con respecto a las masas calculadas. Las sefales son
1287.663 m/z (figura 24) y 1303.672 m/z (figura 28), ambas sefiales aparecen en el
espectro de la muestra de piel.

Las demas senales tienen diferencias de mas de 1 ppm con respecto a la masa
calculada o su intensidad es muy baja al grado de no considerarse estadisticamente
significativa (< 200 ua).

La Figura 23 se observa una sefal muy intensa (1286.759 m/z), sin embargo, esta sefal
no pertenece a algin glicosido triterpénico porqué difiere bastante de 1287.6 m/z, la
masa molecular que reportd Bahrami et al. (2014). Esta no es la unica sefial del
espectro, si se realiza un acercamiento (zoom) se puede observar diversas sefiales con

distintas intensidades.

Registro  FB 150526-aer-02 ecr Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz ~ SA1:5 Instituto de Quimica UNAM
a 1286.759
g
g
=
3000
2000
1000
0 H |
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 iz

Figura 23. Espectro de masas del extractode piel.
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Entre esas sefales se encuentra 1287.663 m/z (figura 24), sefial muy intensa y que
apenas difiere de la masa calculada en la tercera cifra significativa después del punto
decimal (tabla 4). Al concordar con esta cifra es una probable evidencia de que esta

sefal pertenezca a un glicosido triterpénico.

2500
2000

1500

UA

1000
500

0
1286.5 1287 1287.5 1288 1288.5

M/Z

Figura 24. Sefial 1287.663 m/z, probablemente perteneciente a glicosidos triterpénicos.

Para esta senal Bahrami et al. (2014) le asignd los glicosiods triterpénicos
holothurinoside E (figura 25) y holothurinoside E; (Figura 26), para distinguir a cual de
este par de glicésidos triterpénicos pertenece la sefial es necesario realizar un andlisis de
LC-MS para encontrar probables fragmentaciones o un andlisis por RMN de la
sustancia pura. Estos glicosidos triterpénicos difieren en la posicion de un grupo
hidroxilo, mientras que el holothurinosido E estd en el C11 de la aglicona y una unidad
de quinovosa, holothurinosido E1 contiene un grupo —H en el C11 y una unidad de

glucosa sustituye a la de quinovosa.
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Figura 25. Estructura de holothurinoside E por Bahrami et al. (2014).
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Figura 26. Estructura de holothurinoside E1 por Bahrami et al. (2014).
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El espectro de la figura 27, también aparece la misma sefial que el espectro 23. En este
espectro se muestra otras 3 sefiales, dos de las cuales no son muy intensas para
considerarse estadisticamente. Se buscé sefiales de algliin glicésidos triterpénicos en la
zona donde se encuentran 1302.683 m/z y 1305.742 m/z, siendo estas las primeras
descartadas porque difieren en mas de un uma con respecto a 1303.6, masa molecular

reportado por Bahrami et al. (2014)

Registra FB 150526-aer-02 ecr Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz SA15 Instituto de Quimica UNAM
E 1286.759
o
g
=

3000

1289.715
2000
1000
1302.683
1305.742
1242.692 1258.662
0
1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 miz

Figura 27. Espectro de masas de la muestra de la piel Holothuria lubrica del grupo A obtenido por MALDI-TOF.

Una vez realizado el acercamiento, se encontro la senal 1303.672 m/z (figura 28) que
difiere de la masa calculada (1303.686) 1 ppm, suficiente para ser considerada como

probable glicdsido triterpénico.
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Figura 28. Sefial 1303.672 m/z, probablemente perteneciente a glicdsidos triterpénicos.

A la sefal 1303.672 m/z se le asigna los glicosidos triterpénicos holothurinosido A

holothurinosido A1, (figura 29 y figura 30 respectivamente).

il OH

Holothurinosido A

0©
OH
RO
(o}
OH O
H R
OH (0] o
8)
(o]
OH OH
OH OH

OH

Figura 29. Estructura de holothurinoside A por Bahrami et al. (2014).
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Figura 30. Estructura de holothurinoside A1 por Bahrami et al. (2014).

Holothurinosido A contiene una unidad de quinovosa y un grupo —OH en el C18 de la

aglicona, holothurinosido A; difiere de la molécula anterior en que contiene una unidad

de glucosa en lugar de quinovosa y carece del grupo —OH en el C18 de la aglicona.

Tabla 4. Relacion de las masas experimentales de los extractos con las masas

calculadas.
[M + Na]+ m/z Masa Masa Estructura Glicosidos Tejido
Bahrami et al. | calculada experimental ) )
(2014) [M +Na]+ | [M + Na]+ triterpénicos
1287.6 1287.666 | 1287.662 CeoHosO27 Holothurinosido E, Piel
Holothurinosido E;
(Bahrami et al. 2014).
Coustesido E, Coustesido F,
17-dehidroxiholothurinosido A
(ChemSpider, 2016).
1303.6 1303.686 | 1303.672 Ces0Ho6029 Holothurinosido A Piel
Holothurinosido A1
(Bahrami et al. 2014).
Coustesido C
(ChemSpider, 2016).
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En la tabla 4, se afiadi6é también los glicosidos triterpénicos que la base de datos
ChemSpider asigné a las masas moleculares experimentales. A ambas sefales les
correspondio los glicosidos triterpénicos del tipo Coustesido que Elvandy et al., (2014)
extrajo de Bohadschia cousteau (perteneciente al género Bohadschia). Sin embargo, no
hay estudio que compruebe la existencia de estos glicosidos en especies del género
holoturia. Esto indica que las sefiales que observamos en los espectros corresponden a
glicosidos triterpénico del tipo holothurinosido.

Tabla 5. Seiiales sin referencia de la muestra de viscera

[M + Na]+ m/z tejido Espectro
Experimental (sefial mas abundante)

950.905 Viscera Anexo 17
1008.982 Viscera Anexo 17
1067.059 Viscera Anexo 17
1183.197 Viscera Anexo 18
1236.850 Viscera Anexo 19
1299.325 Viscera Anexo 20
1357.411 Viscera Anexo 20
1415.485 Viscera Anexo 20

En la Tabla 5, se muestran todas las sefiales que no tienen referencia en algtin estudio.
Estas sefiales pueden ser contaminantes, fragmentos o glicosidos triterpénicos nuevos.
Se necesita purificar cada sefial para realizar la caracterizacion por medio de RMN y

fragmentarlo por LC-MS para comprobar su identidad.

Es muy importante recalcar que tanto los espectros de la viscera, como los de la piel
reportan sefiales contiguas a 1242, 1258 y 1286 m/z. La diferencia radica en la
proporcion; en la muestra de piel las sefiales cercanas a 1242 y 1258 m/z son escasas
mientras que la sefial proxima al286 m/z es la mas intensa en la viscera. Caso contrario
para ciertas sefales en la muestra de viscera, donde la sefal cercana a 1286 m/z apenas
aparece y las senales proximas a 1242 y 1258 m/z muestran sefiales muy intensas. La
concentracion de glicosidos triterpénicos depende del método de extraccion, de las
condiciones utilizadas para la separacion y de la inyeccion de la muestra. Para

cuantificar es necesario utilizar un estandar.
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6.4.2 UPLC/MS/MS

110
UMP VIS2 20 (0.335) Cm (2:23) Scan ES+
100 85385 911,90 1.43e6
795.79
731.17
969.94
56.11
80.23
11425
1028.00
X
115,22
133.25 ‘
149.24 679.70 \
1086.00
220,39 ‘
165,28
‘ 114402
I 264.39
| 621.66 ‘
37139 ||
387.39 505.53 1145.06
308.41 120208
1 1 1261.17
‘ 126210 1399.39
bl
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300 400 500 600

700

800 900 1000 1100 1200 1300

Figura 31. Espectro de masas de la viscera del Holothuria lubrica obtenido por UPLC/MS/MS.

Para profundizar mas, se realiz6 un analisis de la muestra de viscera en un UPLC
acoplado a un espectrometro de masas en tindem (UPLC/MS/MS). El espectro obtenido
(Figura 25) muestra una diversa cantidad de sefiales. Van Dyck et al. (2011) mostraron
varias sefiales que coinciden con las obtenidas por UPLC/MS/MS. Esas sefales son
505.63, 621.56, 679.7, 737.77, 795.79, 853.85, 911.90, 969.90 m/z y posiblemente 1028
y 1086 m/z. Sin embargo, en dicho estudio se encontrd que estas sefiales pertenecen a
polietilenglicol (PEG), un contaminante. El resto de las sefiales no aparecen en los
espectro de MALDI-TOF y no sugieren que sean glicdsidos triterpénicos.

Este método no detectd la muestra de piel, seguramente por la pequefia cantidad de la

mezcla de glicosidos triterpénicos que se encuentra en el extracto.
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6.4.3 MS-ESI/LC

En estos analisis solo se obtuvieron resultados de la muestra de la viscera debido a que
el equipo no detecto sefal alguna de la muestra de piel, esto se debe seguramente a la

escasa cantidad de glicosidos triterpénicos en el extracto de la muestra de piel.

Una vez realizada la separacion por HPLC (Figura 22) y analisis por ESI-MS, el
primer compuesto (Figura 32) muestra 10 sefiales, siendo 853.7 m/z la mas intensa. Sin
embargo, Van Dyck et al. (2011) confirm6 que las senales 737.77, 795.79, 853.85,
911.90, 969.90 m/z y posiblemente 1028 pertenecen a polietilenglicol (impurezas).

Cmpd 1, 31.4 min

Intensﬁ.- aer00005 d- +MS, 26.8-32 5min, 100%=346708
210
B853.7

.3.

2_

17

o e —

500 1000 1500 2000 2500 mi'z

# miz |

1 7376 BaTT

2 7956 140459

3 7956 T4085

4 B537 346708

E 8546 154178

6 911.7 303799

T 89126 161321

B 9698 183429

9 9706 BOT13

i 10278 GBBR2

Figura 32. Espectro de masas del extracto de viscera del compuesto 1 del cromatograma.

El compuesto 2 (Figura 33) muestra al menos cuatro sefiales con m/z aproximadas a
las cifras que aparecen en el espectro de MALDI-TOF: 1142.9, 1009.8, 951.7 y 893.7
m/z (Anexos 17-20).
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Cmpd 2, 34.0 min

lnt&nsﬁ aerQ0005 d- +MS, 32 71-37.2min, 100%=1099820
%10+
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0 . L L
500 1000 1500 2000 2500 mi'z
# miz I
1 5546 124067
2 GBA36 199820
3 6126 179022
4 B41.7 160135
5 BT0OT 147309
6 B937 10154
T 8517 113323
8 10098 115957
9 10858 136809
10 11438 112410

Figura 33. Espectro de masas del extracto de viscera del compuesto 2 del cromatograma.

Lo que permitio el HPLC que esta acoplado al ESI-MS es separar las impurezas y
obtener la probable fragmentacion de un glicosido triterpénico. Sin embargo, cada sefial
no corresponde a algin glicosido triterpénico o fragmentacién expuesto por Bahrami et
al. (2014), algunas sefiales son cercanas pero las masas difieren hasta 2 uma con

respecto a las masas calculadas de los glicosidos triterpénicos y sus fragmentaciones.
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6.5 Pruebas biologicas

6.5.1 Evaluacion antiproliferativa

Con los espectros de LC-MS, revela que la muestra de viscera presenta una cantidad
mayor de sefales que la muestra de piel. Sin embargo, la prueba de evaluacion, no se

presenta una correlacion con la actividad de inhibicion de ambos tejidos (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento por la linea celular.

Linea Celular
Muestra Concentracion Glia del Prostata Leucemia Colon Mama Pulmén
pg/ml S.N. (MCF-7) | (K562) | HCT-15) | (PC-3) (SKLU)
(U251)
Visceras 50 100 100 100 100 100 100
25 - - - 57.4 75.5 34.14
5
10 25.3 19.56 38.32 NI NI 5
Piel 50 100 100 100 81.2 100 100
7
25 - - - 16.8 NI 124
10 NI 25.3 77.34 4.67 NI 8.4

NI = No inhibid

A 10 pg/ml, la muestra de piel inhibe mayor porcentaje de células cancerigenas
prostaticas y de leucemia comparado con la muestra de la viscera. Cabe recalcar que la
muestra de piel tiene casi el doble de actividad inhibitoria de células leucémicas que la
muestra de viscera y a una concentracion muy baja. Otro punto importante es que a esa
concentracion no hubo inhibicion de las células normales (glias de sistema nervioso
central); sin embargo, esta prueba con células sanas Uinicamente se realizé una vez, no

hubo réplicas, por lo que el resultado necesita corroborarse.

Otro comportamiento se observa con las células cancerigenas del cancer de colon, de
mama y de pulmon. A concentracion de 10 pg/ml, la muestra de viscera casi no inhibe
el crecimiento celular, a diferencia de la muestra de piel que, a excepcion de las células
de cancer de mama, tiene mayor actividad inhibitoria. Si se aumenta la concentracion a
50 pg/ml, la muestra de la viscera aumenta la actividad inhibitoria de manera
significativa y muy por encima de la actividad inhibitoria de la muestra de piel. A partir

de 50 pg/ml, ambas muestras inhiben practicamente todo el crecimiento celular.
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6.5.2 Evaluacion de la actividad antimicotica

En la prueba con Aspergillus fumigatus (anexos 1—=8), no se observa inhibicion de
crecimiento a una concentracion de 0.5 mg/ml de muestra tanto de piel como viscera
(anexo 4 y 6). A un 1 mg/ml, se aprecia que la actividad inhibitoria de la muestra de
ambos tejidos es muy semejante (anexo 5 y 7). Finalmente se observa inhibicién de
crecimiento muy marcado a una concentracion de 2 mg/ml de la muestra de viscera,
pero la diferencia es significativa en comparacion con el control positivo de itraconazol
a Img/ml. El porcentaje de inhibicion de una soluciéon de 1 mg/ml frente a una solucién
sobresaturada (100 mg/ml aproximadamente) es 76. 44% para Candida albicans y 60.87
% para Aspergillus Fumigatus.

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de dos especies de hongos a
diferentes concentraciones de las muestras de piel y viscera de Holothuria lubrica.

MOO Viscera 2 mg/ml Viscera | mg/ml Piel 1 mg/ml
% % % % % %
inhibicién | inhibicién | inhibicidn | inhibicién | inhibicion | inhibicién
(ss) (1 mg/ml) | (ss) (1 mg/ml) | (ss) (1 mg/ml)
Aspergillus 44.87 73.71 NI NI NI NI
Fumigatus
Candida 30.46 39.85 26.21 34.29 25.86 33.83
albicans

NI = No Inhibio
Las muestras de ambos tejidos no inhibieron el crecimiento de ambas especies de
hongos a una concentracion de 0.5 mg/ml. Igualmente, a diferencia de las pruebas

superficiales, no hubo inhibicion en el crecimiento de Aspergillus fumigatus a 1 mg/ml.

El crecimiento de Aspergillus fumigatus, fue inhibido solamente por la muestra de
viscera a 2 mg/ml, pero mostré mayor actividad. Comparado con las muestras control
negativo, inhibio casi a la mitad de la actividad del control con itraconazol
sobresaturado y cerca de la actividad a 1 mg/ml del antimicotico. La actividad
inhibitoria de la muestra de viscera es significativa. Sin embargo, al disminuir a la mitad
la concentracién no presentd halo de inhibicion y en la prueba superficial apenas se

observa inhibicion.

En cuanto a las cepas de Candida albicans (anexos 9-16), las distintas

concentraciones de la muestra de viscera no presentaron una diferencia significativa si
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se comparan sus respectivos porcentajes de inhibicion. A una concentracion de 1mg/ml
tampoco se observa diferencia significativa entre los porcentajes de las muestras de piel

y ViSCCI'a, estos valores son muy cercanos.

El diametro de los halos de inhibicion de los controles negativo de Candida albicans
promedian 29 mm para itraconazol saturado y 22.16 mm para itraconazol 1 mg/ml.
Estos diametros son mayores que los de los halos de Aspergillus fumigatus (19.17 y
11.67 mm). Esto seguramente se debe a que el itraconazol es mas eficiente inhibiendo el

crecimiento de levaduras.

Finalmente, el promedio del didmetro de los halos de inhibicion de las muestras de
viscera a 2 mg/ml es de 8.83 mm para los de Candida albicans y 8.6 mm para los de
Aspergillus fumigatus. Son valores muy cercanos entre si, al igual que los diametros del
halo de inhibicion de las muestras de piel y viscera a 1 mg/ml que son de 7.5 y 7.6 mm

respectivamente.

Los glicosidos triterpénicos juegan un papel importante en la defensa del pepino de
mar en contra de depredadores y evitar la invasion microbiana y parasitaria. Ese tipo de
moléculas tienen numerosas aplicaciones farmacéuticas que se sabia desde hace mucho
tiempo cuando eran usados como pdcimas para distintos males. Razén principal para
proseguir con la investigacion nacional de estos compuestos que se ha estancado. La
busqueda de nuevas estructuras de glicésidos triterpénicos extraidos de pepino de mar
nativos de las costas mexicanas con probable bioactividad diferente puede traer consigo
nuevos usos para tratar otros padecimientos ademds de sus aplicaciones. Tener un
registro de que glicdsidos triterpénicos contienen los pepinos de mar de las costas de
nuestro pais para su uso en un futuro. Este tipo de investigaciones no deben cesar

debido a la importancia de este tipo de metabolitos secundarios.
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7 Conclusiones

Se realizé el muestreo e identificacion de los especimenes de Holothuria lubrica en

los puntos de colecta.

Se obtuvo el extracto etandlico de la muestra de ambos tejidos para posteriormente

obtener distintas fracciones que contienen las probables moléculas.

Se identificé dos grupos de glicésidos triterpénicos con estructura isomérica. De los
espectros obtenidos por MALDI-TOF y con ayuda de la base de datos ChemSpider y
los aportados por Bahrami et al (2014). Fueron los extractos de piel quienes aportaron
ambas senales. Las estructuras de los glicosidos triterpénicos son del tipo

holothurinosido.

Tanto el extracto crudo de piel como el de las visceras presentaron actividad
antiproliferativa; sin embargo, no hay una tendencia clara (a excepcion de las células
leumicas) de que algin tejido en particular tenga mayor actividad y sea especifica a

algin tipo de célula cancerigena

No se logro caracterizar de algunas de las moléculas identificadas debido a que no se

logré purificar.

Las muestras de piel y viscera tienen semejante actividad antimicdtica. Se deben
realizar pruebas adicionales con una concentracion mayor de ambos tejidos debido que

a partir de 2 mg se observa la actividad significativa.
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9.-Anexos

Anexo 1. Control positivo de Aspergillus fumigatus

Anexo 2. Control negativo de Aspergillus fumigatus, soluciéon concentrada de
itraconazol.
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Anexo 3 Control negativo de Aspergillus fumigatus, solucion 1mg/ml de
itraconazol.

Anexo 4. Aspergillus fumigatus, solucion 0.5 mg/ml de muestra de piel de
Holothuria lubrica.

[ 4
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Anexo 5. Aspergillus fumigatus, solucién 1 mg/ml de muestra de piel de
Holothuria lubrica.

Anexo 6. Aspergillus fumigatus,solucion 0.5 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica
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Anexo 7. Aspergillus fumigatus, solucién 1 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica

Anexo 8. Aspergillus fumigatus, solucién 2 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica
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Anexo 9. Control negativo de Aspergillus fumigatus, solucién saturada de
itraconazol, analisis del halo de inhibicion.

Anexo 10. Control negativo de Aspergillus fumigatus, solucionl mg/ml de
itraconazol, analisis del halo de inhibicion.
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Anexo 11. Aspergillus fumigatus,solucion 2 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica, analisis del halo de inhibicién.

Anexo 12. Control negativo de Candida albicans, solucién de itraconazol
saturado, analisis del halo de inhibicién.
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Anexo 13. Control negativo de Candida albicans, solucion 1 mg/ml de itraconazol,
analisis del halo de inhibicion.

Anexo 14. Candida albicans,soluciéon 2 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica, analisis del halo de inhibicion.
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Anexo 15. Candida albicans,solucion 1 mg/ml de muestra de viscera de
Holothuria lubrica, analisis del halo de inhibicion.

Anexo 16. Candida albicans,solucion 1 mg/ml de muestra de piel de Holothuria
lubrica, analisis del halo de inhibicién.

72



Anexo 17. Espectro de masas de la muestra de viscera obtenido por MALDI-TOF
(parte 1).

Registro ~ FB-Vis 151019-aer-01 ecr Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz  SA15 Instituto de Quimica UNAM
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Anexo 18. Espectro de masas de la muestra de viscera obtenido por MALDI-TOF
(parte 2).
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Anexo 19. Espectro de masas de la muestra de viscera obtenido por MALDI-TOF
(parte 3).
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Anexo 20. Espectro de masas de la muestra de viscera obtenido por MALDI-TOF
(parte 4).
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