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I. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias representan un serio impacto en el
mundo, tanto en salud como en lo econdmico. En la literatura esta
reportado que al menos la mitad de la poblacion mundial esta
infectada por un parasito, por ejemplo, tres protozoarios infectan a
un tercio de la poblacién mundial: Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica y Trichomona vaginalis. G. intestinalis parasita el intestino
del ser humano causando diarrea y mala absorcion de nutrientes, su
prevalencia es principalmente en nifios, disminuyendo su crecimiento
y desarrollo.! La infeccidn por Entamoeba histolytica, se encuentra en
todo el mundo, es un comensal del intestino grueso, que en
ocasiones invade la mucosa intestinal, y puede invadir higado y otros
organos. La tricomoniasis vaginal es una de las infecciones de
transmision sexual mas frecuente, con mas de 5 millones de casos
reportados en EU en el 2003, que puede derivar en cancer cérvico
uterino en mujeres e infertilidad en hombres.? Como alternativas
terapéuticas para estas enfermedades se han utilizado el
Metronidazol, el Tinidazol y los Bencimidazoles antihelminticos. Sin
embargo, sus efectos secundarios y su variabilidad en la actividad
evitan su eficacia, dando como resultado la aparicion de cepas
resistentes a dichos farmacos.® Problema que se agrava debido a la
escasa investigacidon en el area, que solo ha desarrollado un farmaco
en los ultimos 49 afios, convirtiéndose en un area de investigacion de
prioridad mundial en salud publica. Por lo anterior, existe la
necesidad de obtener compuestos que eliminen a los parasitos
responsables de enfermedades.

La busqueda de nuevos farmacos y de estructuras moleculares
novedosas con fines terapéuticos se ha incrementado

considerablemente en los ultimos anos.



La existencia de enfermedades para las cuales no existen farmacos
efectivos, la resistencia de los agentes patdgenos, los avances en las
técnicas de biologia molecular que han propiciado la identificacién de
un numero cada vez mayor de moléculas “blanco” y la correlacidon de
anomalias estructurales y funcionales a nivel de receptores y canales
idnicos con diferentes patologias, son algunos de los factores que han
impulsado el interés en la busqueda de nuevos farmacos capaces de
ejercer acciones especificas y potentes.

Generalmente, lo que se descubre no es un farmaco, sino un
compuesto o molécula lider, es decir, una molécula que posee
caracteristicas interesantes de actividad. Una vez encontrada vy
definida la molécula lider se lleva a cabo la modificacién de su
estructura, con el objetivo de hallar nuevos y mejores farmacos con
actividad selectiva y especifica, mejor disponibilidad, menor toxicidad
y reacciones secundarias minimas. Para descubrir nuevas moléculas
lideres, se recurre a cuatro estrategias:

1) Modificacién y optimizacion de una molécula activa, p.e. el
diseno racional asistido por computadora.

2) Prueba sistematica de grupos de moléculas, elegidas
arbitrariamente en Dbioensayos seleccionados, p.e. los
bioensayos de alto volumen (HTS, por su siglas en inglés)

3) Exploracién  retroactiva de Ila informacidn bioldgica,
principalmente en plantas y bacterias

4) El disefio racional basado en el conocimiento de la causa
molecular de la disfuncién patoldgica.

En los Ultimos veinte afios el mar se ha convertido en una de las
principales fuentes naturales de moléculas bioactivas.* Los
organismos marinos estdan sometidos a condiciones Unicas, lo que
provoca que sinteticen moléculas que no tienen equivalencia con las

terrestres.



La originalidad de las estructuras de los productos marinos y sus
potentes actividades bioldgicas pueden constituir prototipos para
posteriores modificaciones que nos puedan conducir al desarrollo de
farmacos en dareas terapéuticas concretas, un ejemplo de estas
investigaciones son el Prialt, que se aplica para tratamientos
analgésicos en casos de enfermedades terminales, ya que multiplica
cientos de veces la eficacia de la morfina con mejor tolerancia, y
Yondelis, primer compuesto natural marino aprobado para el
tratamiento del cancer.®

Ademas, la potencialidad de los océanos como fuente de nuevos
compuestos aun no ha sido explorada: cerca del 80% de los
organismos vivos del reino animal habitan en el mar y, sin embargo,
menos del 1% de las especies marinas han sido investigadas con este
propodsito. Por otra parte, la mayoria de los compuestos aislados de
organismos marinos presentan actividad bioldgica potente mediante
mecanismos no clasicos.

Dentro de los grupos de organismos marinos que se han estudiado, la
atencidén se centra en especies que poseen cuerpo blando, sésiles o
de movimiento lento, quienes solo se pueden defender liberando
sustancias quimicas que los ayudan contra sus depredadores o bien
para mantener el espacio, principalmente. A este grupo de
organismos pertenecen los equinodermos (Phylum Equinodermata),
que agrupa principalmente a los Ofiuroideos, lirios, estrellas, erizos,
margaritas, pepinos de mar, y se consideran el grupo de
invertebrados marinos mas comun y probablemente también el mas

popular del litoral mexicano.®

Uno de los organismos que se ha estudiado desde tiempos
ancestrales en Asia, es el pepino de mar. Estos se consumen como
alimento, principalmente como polvo seco llamado Trepang, de alto

valor en el mercado asiatico.



Ademas, representan beneficios para la salud, ya que se ha reportado
que contienen moléculas que han presentado diferentes
bioactividades: antibacteriana, antifungica, antitumoral,

antiinflamatoria, antiarteriosclerética y antioxidante, entre otras.”

Un ejemplo de lo anterior, es la extraccion de saponinas presentes en
la piel y érganos internos de algunas especies de holoturoideos; éstas
poseen principios activos capaces de inhibir el crecimiento de células
tumorales. Algunas de estas saponinas presentan actividad
antiparasitaria, por ejemplo, de Actynopyga lecanora se aislaron las
holothurinas A y B® que resultaron moderadamente activas contra
Leishmania donovani, tanto in vitro como in vivo, mientras que
Dimayuga y col.® aislaron las neothiosidas A-C, moléculas con
actividad antiparasitaria, antifungica y antibiotica. Por lo anterior, el
pepino de mar tiene un enorme potencial para encontrar moléculas

con una actividad bioldgica interesante.

Ahora bien, lo que se conoce como pepino de mar, es en realidad un
grupo de organismos del que se conocen a mas de 1200 especies de
diferentes tallas y caracteristicas,’® y que estdn agrupados en seis
ordenes, que a su vez se subdividen en diversas Familias, por lo que
la determinacién taxondmica es una de las tareas importantes al
trabajar con estos organismos. Una familia importante es la
Holothuriidae, (orden  Aspidochirotida), que se caracteriza
principalmente por estar constituida con especimenes de los cuales se
han aislado moléculas interesantes, ademas, la mayoria de talla
grande, considerando que un organismo marino tiene un 90 % de

agua, obteniendo al final solo el 10% de peso seco.

En el caso de México, los pepinos de mar se conocen en

practicamente todas las costas, especificamente en las costas de



Yucatdn se han reportado cinco especies de la familia Holothuriidae,

1

género Holothuria:* Holothuria floridana, Holothuria thomasi,

Holothuria mexicana, Holothuria grisea y Holothuria arenicola.

Se sabe que México es uno de los paises cuyos mares presentan
mayor diversidad de estos organismos, siendo muy pocos los
especialistas de nuestro pais dedicados al estudio de estos
importantes organismos marinos, por lo anterior, nos hemos dado a
la tarea de realizar un estudio con dichas especies, basandonos
principalmente en el alto potencial para encontrar moléculas con una

actividad bioldgica interesante.



II. JUSTIFICACION

Las parasitosis son enfermedades que causan muchos estragos en la
humanidad, que van desde la inactivacion del paciente hasta su
muerte, problema que se ve aumentado, si consideramos que en 49
anos, solo se ha introducido una molécula para tratarlas. Por otro
lado, aunque contamos con agentes antiparasitarios para tratar estas
enfermedades, la inefectividad de algunos tratamientos, aunado a la
aparicion de parasitos resistentes, genera una necesidad urgente de

contar con una mayor cantidad de opciones quimicas para curarlas.

Los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas en torno a
los productos naturales de origen marino son una alternativa para
buscar nuevas moléculas antiparasitarias. Uno de estos organismos
marinos, el pepino de mar que representa beneficios para la salud,
contiene varias moléculas que han presentado actividades
antitumorales, antiinflamatorias, antiarteriosclerdticas, antioxidantes

e inclusive antiparasitarias.

En la Peninsula de Yucatan, se han reportado cinco organismos
pertenecientes al género Holothuria, los cuales no han sido
estudiados sistematicamente como una fuente potencial de

compuestos antiparasitarios.

Derivado de lo anterior, el presente trabajo de tesis pretende estudiar
el pepino de mar que habita en las costas de Yucatan, con el fin de
descubrir moléculas que presenten actividad antiparasitaria contra 3

protozoarios que infestan a un tercio de la poblacién mundial.



III. OBJETIVO GENERAL

e Separar y aislar los productos naturales presentes en el pepino
de mar del género Holothuria de las costas de Yucatan,
mediante estudios biodirigidos, asi como la elucidacién

estructural de los compuestos separados
3.1. Objetivos particulares

e Realizar la identificacién taxondmica de pepinos de mar

colectados

e Obtener el extracto crudo de cada uno de los pepinos

colectados

e Evaluar la actividad toxica a Artemia salina a cada uno de los

extractos generados

e Separar mediante estudios biodirigidos a las moléculas
responsables de la actividad biolégica empleando técnicas de

separacion cromatografica

e Evaluar la actividad antiparasitaria a cada uno de los extractos

generados
IV. HIPOTESIS

Las especies de pepino de mar del género Holothuria de las costas de
Yucatan, contienen metabolitos secundarios los cuales mostraran

actividad importante contra parasitos.



V. MARCO TEORICO
5.1. Obtencion de nuevos farmacos

Los productos farmacéuticos son agentes quimicos utilizados
terapéuticamente para tratar enfermedades. Actualmente, los
medicamentos son usados para prevencion, asi como para el
tratamiento de enfermedades o sus consecuencias. Otra aplicacion
importante de los medicamentos en la actualidad es mantener la

salud y aliviar el dolor durante la enfermedad.

El proceso de investigacién y desarrollo es largo y complejo, involucra
grandes costos y pocas posibilidades de éxito. De las muchas
moléculas identificadas y ensayadas muy pocas llegan a los estantes
de las farmacias, siendo desechadas la mayoria en distintas etapas
del proceso. En promedio, el proceso de estudiar y ensayar un nuevo
farmaco dura 12-15 afos y significa una inversién cercana a los 600
millones de ddlares antes que ésta sea aprobada para su
comercializacion.?? Uno de 5,000 farmacos que entren a la etapa de
ensayos pre-clinicos serd aprobado para uso terapéutico.3. En 1999,
en los EEUU las compaiias farmacéuticas invirtieron 24 mil millones

de ddlares en investigacidon, 14% mas que el afio anterior.

5.1.1. Nuevas tendencias en el descubrimiento de

farmacos

En el pasado, el descubrimiento de nuevas moléculas tenia mucho de
azar, en particular de azar afortunado (serendipity), en que
accidentalmente se llegaba al desarrollo o descubrimiento de una
molécula nueva activa en el tratamiento de ciertas enfermedades, o

gue una ya existente tenia otro efecto farmacoldgico no buscado.

Hoy en dia, el proceso ha cambiado dramaticamente, tanto en la

técnica como en la organizacion. Primero se identifica el objetivo



terapéutico y luego se realiza un tamizaje (screening) de miles de
sustancias, tratando de seleccionar nuevas moléculas para este uso
especifico. A través de estos tamizajes se pueden evaluar varias
decenas de miles de compuestos nuevos por semana, utilizando como

herramientas sistemas robéticos y automatizados.*

Estas moléculas se logran a través de técnicas como la sintesis
quimica combinatoria de alta velocidad, analisis gendmico y un disefio
racional de moléculas que incorpora avanzados conocimientos
bioldgicos de receptores celulares y otras estructuras subcelulares. Es
aqui, donde se busca estimular, bloquear o modificar esta funcion del
receptor o enzima para llegar a seleccionar la molécula nueva de

accion optima.

El conocimiento y manipulacion de genomas funcionales permitira un
manejo aun mas directo y especifico. Otro enfoque es evaluar
compuestos naturales producidos por microorganismos o agentes del
reino vegetal y determinar sus propiedades farmacoldgicas, como fue

el clasico caso del descubrimiento de la penicilina y otros antibiéticos.
5.1.2. Productos naturales de origen marino

Historicamente, las plantas han constituido la fuente principal de
productos naturales de uso medicinal que muchas veces se han
desarrollado tomando en cuenta el legado folclorico de diferentes
culturas. En la actualidad, alrededor del 25% de todas las ventas de
productos farmacéuticos son farmacos derivadas de productos
naturales de plantas, y un 12% adicional esta basado en productos

naturales producidos por microorganismo.*®

A pesar de que la diversidad de la flora y la fauna marina exceden a
la terrestre y de que la existencia de sustancias naturales marinas

con actividades utiles para el hombre se conoce desde la mas remota



antigiedad, la farmacologia marina es una ciencia nueva. Mientras
que la obtencién de estructuras quimicas noveles derivadas de
microorganismos y plantas de origen terrestre ha declinado, el
descubrimiento de compuestos quimicos con estructuras quimicas
Unicas provenientes de organismos marinos experimenta un
sustancial aumento en los Gltimos afios. ®

Los organismos marinos estan sometidos a condiciones Unicas, lo que
provoca que sinteticen moléculas que no tienen equivalencia con las
terrestres. Ademas, la potencialidad de los océanos como fuente de
nuevos compuestos aun ha sido explorada: cerca del 80% de los
organismos vivos del reino animal habitan en el mar y, sin embargo,
menos del 1% de las especies marinas han sido investigadas con este
propdsito.t?

En la blusqueda de organismos marinos productores de moléculas de
interés, la atencion se centra en especies de cuerpo blando, sésiles o
dotadas de un movimiento lento. La supervivencia de los organismos
que las poseen no se basa en la velocidad de natacion ni en defensa
fisica (conchas o espinas), sino en la generacion de arsenales
quimicos depurados, productos de un metabolismo secundario de
elevada complejidad, que se utilizan para el ataque y la defensa

frente a otras especies.

Las especies sésiles generan toxinas que impiden el asentamiento de
otras. Para las especies que obtienen alimento mediante la filtraciéon
de agua, las toxinas operan como antibiéticos frente a la multitud de
organismos unicelulares con los que entran en contacto constante.

El mecanismo de accién de estas moléculas se dirige principalmente
hacia motivos bioldgicos muy conservados en el curso de la
evolucién, por lo que resulta efectivo incluso contra especies
terrestres. Estos compuestos pueden ser expulsados al agua en

respuesta a una amenaza o inoculado mediante inyecciéon con un



aguijon. También pueden ser simplemente acumulados en el
organismo para matar al agresor que los ingiere, salvando asi al resto

de la colonia y disuadiendo a futuros atacantes.

Existe un extenso listado de medicamentos de origen marino en fases
clinicas a punto de ser comercializados, casi 25 entidades quimicas.
Por ahora, tres farmacos marinos se encuentran en la terapéutica
para curar el dolor intenso y el cdncer.® Uno de los principales retos
esta en disefar sistemas de produccion a escala industrial de
sustancias que se encuentran en partes por millédn en las muestras

bioldgicas estudiadas.

Un ejemplo interesante es el desarrollo de la trabectedina, (ET-743,
Yondelis®, Pharmamar, (Figura 1), un alcaloide
tetrahidroisoquinolinico aprobado en Europa para tratar diferentes
tipos de cancer, principalmente el sarcoma de tejido suave y el
cancer ovarico de pacientes refractarios a cisplatino; aislado del
tunicado Ecteinascidia turbinata, encontrado en el mar Caribe y

Mediterraneo.®

Debido a su complejidad molecular, la sintesis total presenta muchos
inconvenientes industriales, que incrementarian su costo de
comercializacion. Para obtener la cantidad necesaria para su
evaluacion clinica y preclinica, se utilizdé toda una estrategia
biotecnoldgica para sintetizarlo a través de un intermediario (Ciano-
safracin B) producido por Pseudomonas flourescens y que implica 18
pasos, que permiten la obtencion de trabedectina a nivel de

kilogramos.?°



Figura 1. Estructura de la trabectedina, anticancerigeno de amplio espectro,

utilizado en Europa.

5.2. EQUINODERMOS

Ofiuroideos, lirios, estrellas, erizos, pepinos y margaritas de mar
conforman el grupo de invertebrados marinos mas comun vy
probablemente también el mas popular del litoral mexicano, es decir,
los equinodermos. Se han reconocido aproximadamente 13,000
especies de equinodermos en el registro fosil, pero la mayoria de
ellos se han extinguido. Casi todas las 6000 especies que sobreviven
se desarrollan en habitats marinos. La pared del cuerpo del
equinodermo presenta varias espinas que le confieren a la superficie
corporal un aspecto verrugoso o0 espinoso, a lo cual se debe el

nombre de equinodermos, que significa “con piel espinosa”.

La costa del Pacifico de México es muy interesante, no sélo en cuanto
al gran numero de géneros caracteristicos que ahi existen, sino
también, por las estrechas relaciones que las especies endémicas
tienen con las del Indo-Pacifico, Regién Mediterranea y Mar Caribe.
Los géneros de equinodermos litorales mas representativos son:
Astropecten, Luidia, Nidorellia, Pharia, Phataria, Echinometra,

Lytechinus, Encope, Clypeaster, Ophiocoma y Holothuria.

5.2.1. PEPINO DE MAR



Los holoturoideos son wuna clase formada por wunos 1000
equinodermos conocidos vulgarmente como pepinos de mar. El
cuerpo de los holoturoideos no tiene brazos, la boca y el ano estan en
los polos opuestos. Sin embargo, lo holoturoideos se diferencian de
otros equinodermos por tener el eje polar muy alargado, lo cual les
da su forma de pepino. (Figura 2a) La estructura interna de los
holothuroideos presenta basicamente las siguientes partes: anillo
calcareo, pies ambulacrales que sirven para la locomocién de los
equinodermos, godnadas, d6rganos arborescentes o arboles
respiratorios y tubo digestivo, el cual se inicia en la boca.?! (Figura
2b)

5.2.1.1. GENERALIDADES

El aspecto externo de la holoturia es bastante facil de describir. Los
holothuroideos son animales alargados con forma y aspecto que se
asemeja al de un salchichdn, las especies mas pequefias miden
menos de 3 cm. de longitud. La mayor parte de los pepinos de mar
tienen color negro, marrén o verde aceituna, aunque también se
observan otros patrones de coloracién. Son animales lentos, viven en
la superficie del fondo o se sepultan en arena y lodo, otras especies
son excavadoras, y realizan mediante contracciones corporales

agujeros en fondos blandos en los que permanecen largo tiempo.

Dos fendmenos caracteristicos de ciertas especies de holoturoideos
son la evisceracion y la regeneracién, que consiste en la expulsidon de
ciertas partes del cuerpo como respuesta ante el ataque de un
depredador. La evisceracion va seguida por la regeneracion de la
parte perdida; los restos de los oOrganos eviscerados o los
mesenterios relacionados con ellos son los sitios de crecimiento

regenerativo inicial.



Figura 2 a) Vista externa de pepino de mar
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Figura 2 b) Vista interna de pepino de mar

5.2.2. TAXONOMIA

En la actualidad se conocen alrededor de 1200 especies que se

clasifican en seis érdenes. La clasificaciéon taxonédmica de los pepinos




de mar se basa en la descripcion de caracteres morfoldgicos externos

e internos, estos pertenecen al reino animal Phylum equinodermata.

Phylum: Echinodermata
Subphylum: Echinozoa
Clase: Holothuroidea
Orden: Aspidochirotida
Familia: Holothuriidae
Género: Holothuria

De manera general, los individuos de la Orden Aspidochirotida,
presentan tentaculos en forma de escudos en numero de 15 a 30, lo
arboles respiratorios estan presentes, el asa posterior del intestino se
encuentra adherida al mesenterio ventral derecho. Los musculos
longitudinales forman cinco bandas dobles, y las génadas se disponen
en un solo penacho. Las espiculas incluyen generalmente tablas. El
Orden cuenta con muchas de las especies grandes de Holoturoideos
en el mundo y algunas formas mas conspicuas presentes en aguas
someras. Las tres familias (Holothuriidae, Stichopodidae vy
Synallactidae) y las mas de 300 especies correspondientes, se
distinguen en la estructura gonadal (1 o 2 penachos) y la presencia o
ausencia de ampulas tentaculares. Los aspidoquirétidos tienen una

pared corporal gruesa, por lo que sus depredadores son contados.??

En cuanto a la Familia Holothuriidae, esta comprende a los
organismos mas grandes, que llegan a medir hasta 300 mm de
longitud, la pared del cuerpo es gruesa y la superficie dorsal rugosa;
en la superficie ventral hay un gran nimero de pies ambulacrales a
diferencia de la superficie dorsal; muchas de las especies tienen la

capacidad de expulsar los tubulos de Cuvier, los cuales utilizan para



repeler a sus agresores y/o para distraer a sus depredadores. Las
espiculas de la pared del cuerpo, por lo general, tienen forma de

barras, barrotes o rosetas
5.2.3. UBICACION GEOGRAFICA

Las especies de pepino de mar tienen una distribucion mundial,
encontrandoseles en los diferentes océanos. En México, su
distribucion es en todas las costas, e inclusive existen excelentes

referencias que presentan a los individuos, y su distribucién. 2224

En la peninsula de Yucatan se han reportado varias especies de
pepino de mar del género Holothuria,?* y una especie de la Familia
Stichopodiidae, las cuales se enlistan a continuacion:
CLASE HOLOTHUROIDEA
Orden Aspidochirotida Grube, 1840
Familia Holothuriidae Ludwig, 1894
Género Holothuria Linnaeus, 1767
Subgénero Cystipus Haackel, 1880
Holothuria occidentalis Ludwig, 1874
Subgénero Halodeima Pearson, 1914
Holothuria floridana Pourtalés, 1851
Holothuria mexicana Ludwig, 1874
Subgénero Theelothuria Deichmann, 1958
Holothuria princeps Selenka, 1867
Subgénero Thymiosycia Pearson, 1914
Holothuria arenicola Semper, 1868
Subgénero Vaneyothuria Deichmann, 1958
Holothuria lentiginosa (Marenzeller, 1893)
Familia Stichopodidae Haeckel, 1896
Género Isostichopus Deichmann, 1958

Isostichopus badionotus (Selenka, 1867)



5.2.4. PRODUCTOS NATURALES AISLADOS DEL PEPINO
DE MAR
Los pepinos de mar, y en general los equinodermos, producen un
rango pequefio de moléculas bioactivas que otros invertebrados
marinos, como las esponjas o las ascidias, debido a su habilidad para
disuadir a sus enemigos por otros medios, tales como la evisceracién
o la constitucién de su piel, la cual esta compuesta de proteinas
insolubles que hacen al organismo desfavorable como presa. Aun asi,
de los pepinos de mar, se han aislado moléculas interesantes como el
acido glicin-mucosporinico, el acido 12-metiltetradecanoico y la
Holothurina B, con actividad antioxidante, anticancerigena vy

antiparasitaria respectivamente. (Figura 3)

Ahora bien, los compuestos caracteristicos de los pepinos de mar son
las saponinas, principalmente glicésidos triterpénicos, especificos
para cada grupo taxondmico, y que representan un buen modelo para

estudios evolutivos.

Quimicamente, Estas saponinas, llamadas de manera genérica
holothurinas, son derivadas del “holostano” o la lactona del acido
(20S)-hidroxi-5a-lanostan-18-carboxilico (Figura 4) y contienen de
1 a 6 residuos de -carbohidratos, que pueden ser lineales o

ramificados.
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Figura 3 Moléculas bioactivas aisladas del pepino de mar.

De manera especifica, la Familia Holothuriidae presenta glicésidos
triterpénicos que tienen a la holos-9(11)-en-12a-hydroxy-aglicona, y
en general las agliconas que tienen un doble enlace en la posicién 9-
11 (A%!') son caracteristicas del orden Aspidochirotida, mientras que
una insaturacidon en 7 (A’), corresponde a organismos del orden
Dendrochirotida. 2® Un  ejemplo claro son la  17-
dehidroxiholoturinosida A y griseasida A (Figura 5), aisladas de
Holothuria grisea, y que presentaron una potente actividad citotdxica

contra varias lineas de células tumorales humanas.?’

Al ser estas saponinas especificas, son utilizadas para resolver
problemas taxondmicos en la clase Holothurioidea. Por ejemplo, el
estatus taxondmico del organismo Bohadschia graeffei se revisd, y se
reclasifico en un nuevo género Pearsonothuria con base a su

composicién de los glicdsidos triterpénicos.?®



Figura 4. Estructura del holostano; aglicona caracteristica de los pepinos de mar,

con numeracién de los carbonos importantes.
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Figura 5. Estructura de la 17-dehidroxiholoturinosida A (a), Griseasida A (b)

moléculas aisladas de pepino de mar, Holoturia grisea

5.3. Parasitosis y su tratamiento

Una de las mas importantes causas mundiales de morbilidad esta
representada por las infecciones por parasitos (protozoarios vy
helmintos). Por ejemplo, es impensable que en Africa, un nifio muere
cada 30 s debido a la malaria! ?°

Por otro lado, al menos la mitad de la poblacion mundial esta

infectada por un parasito, por ejemplo, tres protozoarios infectan a



un tercio de la poblacién mundial: Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica y Trichomona vaginalis.3® Estas enfermedades constituyen
verdaderos problemas de Salud Publica, especialmente en los paises
en desarrollo, en los que, debido a diversos factores sanitarios,
econdmicos y culturales, suele ser frecuente el desarrollo de patrones
de tipo endémico, que se asocian no soélo a morbilidad importante,
como ya se menciond anteriormente, sino también a un considerable
costo econémico.3°

La ausencia de vacunas para cualquier parasito hace que la
prevencion para todas y cada una de las enfermedades parasitarias
se siga basando, como en el pasado, en medidas ecoldgicas como el
saneamiento ambiental o el control vectorial segun sea el ciclo
bioldgico, y en pequeia medida, en los farmacos antiparasitarios.
Pero cuando se ha adquirido la enfermedad, solo resta la utilizacion
de medicamentos. Como alternativas terapéuticas se ha utilizado el
Metronidazol, la nitazoxanida, el Tinidazol y los Bencimidazoles
antihelminticos. Sin embargo, sus efectos secundarios y su
variabilidad en la actividad evitan su eficacia, dando como resultado
la aparicion de cepas resistentes a dichos farmacos.

Problema que se agrava debido a la escasa investigacion en el area,
que soélo ha desarrollado un farmaco en los ultimos 49 afos,
convirtiéndose en un darea de investigacion de prioridad mundial en

salud publica.>!



5.3.1. Productos naturales de origen marino con

actividad antiparasitaria

Existen ejemplos clinicos bien conocidos de agentes antiparasitarios
derivados de plantas y de fermentaciones microbianas, p.e. la
quinina. Por otro lado, se debe mencionar el uso que la medicina
tradicional del Japon (Kempo) ha dado como antihelmintico al acido
kainico (Figura 6) (2-carboxi-3-carboximetil-4-isopropenil-
pirrolidina) obtenido a partir del alga marina Digenea simplex.3?

En afos recientes, los productos naturales de origen marino
empiezan a sobresalir por su actividad contra helmintos vy
protozoarios, tanto sensibles como resistentes a otros agentes
antiparasitarios, causantes de las enfermedades que azotan a la
humanidad.

La mayor diversidad quimica de estos metabolitos secundarios
proviene de las algas, esponjas, cnidarios y ctenophoros, y de
manera alterna de los tunicados, los briozoos y los equinodermos de

los cuales se han aislado moléculas antiparasitarias novedosas.
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Figura 6. Estructura quimica del acido kainico

Aunque existen diferentes productos naturales de origen marino con
actividad antitumoral, antiviral, antimicrobiana, o antifungica, la
evaluacion antiparasitaria es escasa, aunque va incrementandose en
los ultimos tres afios, impulsada principalmente por la iniciativa

mundial de las enfermedades desatendidas (DNDi, por sus siglas en



33-34 En la Figura 7 se presentan las diferentes clases

inglés).
quimicas de productos naturales marinos, y en la Figura 8 se
presentan las moléculas mas representativas de cada grupo, con la

actividad reportada.

Figura 7. Porcentaje de compuestos aislados de organismos
marinos divididos por clase quimica
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5.3.2. Tricomoniasis

Trichomona vaginalis, es el agente causal de la forma mas comun de
enfermedad parasitaria, sexualmente transmitida, que afecta a
hombres y mujeres; cada afio alrededor de 170 millones de mujeres
son afectadas por este protozoo en el mundo.3*

Las infecciones de transmision sexual (ITS) constituyen un severo

problema de salud publica a nivel mundial.
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5.3.2.1 Epidemiologia

Vaginitis, cervicitis y uretritis por T. vaginalis constituyen algunas de
las enfermedades de transmisidn sexual mas conocidas en el mundo;
se estima que entre 120 - 180 millones de mujeres sufren la infeccion

anualmente en el mundo.

La vaginitis producida por Trichomonas tiene su incidencia maxima
entre los 163° y los 35 afios, por ser éste el periodo de méaxima
actividad sexual, lo que apoya la teoria de que esta parasitosis se
contagia fundamentalmente por via venérea. Se considera que el
varon es en la mayoria de los casos un portador asintomatico

causante de la propagacion de la infeccion.
5.3.2.2. Ciclo bioldgico

La trichomona se reproduce por divisién binaria en fase de trofozoito
y se transmite a través de secreciones de las distintas cavidades
donde se alojan, tracto genitourinario. Como no tiene forma de
resistencia, se requiere la transferencia de secreciones frescas; por

esto la tricomoniasis es principalmente una enfermedad contagiosa.

No se ha demostrado que formen quistes; solamente se ha observado
la aparicidn de formas esféricas, inmoviles, que pueden corresponder
a tricomonas degeneradas o formas quiza aptas para la transmision,
pero no estan protegidas por membrana quistica. Los trofozoitos de
las tricomonas son los que resisten la accion osmética del agua libre

de sales. (Figura 9)



5.3.2.3. Patologia

La principal causa de la afeccion producida por T. vaginalis se
encuentra en la accidn mecanica del parasito sobre las mucosas
genitales, que deriva en procesos inflamatorios, y en la accién toxico-
alérgica producida por las alteraciones citoplasmicas y nucleares de

las células de las mucosas.
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Figura 9. Ciclo bioldgico de Tricomona vaginalis



La mujer presenta un periodo de incubacién de 5 a 25 dias que
desemboca en una vulvo vaginitis con leucorrea, prurito vulvar y
ardor vaginal. Aparecen petequias y se producen secreciones
amarillentas en la fase aguda y blanquecinas en la fase cronica,
donde abundan trofozoitos, glébulos blancos y células muertas de las
mucosas. Si la infeccidn alcanza la uretra podra producirse una
uretritis. Los principales factores que van a determinar el curso de la
infeccion son el pH y la flora bacteriana de la vagina. En el vardn, el
parasito no encuentra unas condiciones Optimas para su desarrollo
por lo que la infeccidon cursa en el hombre casi siempre de forma
asintomatica, por lo que es considerado portador. En los
excepcionales casos que presentan sintomas, éstos son producidos
por una uretritis, una prostatitis o una epididimitis, que cursan con
ardor al miccionar, secreciones uretrales y edema prepucial. En estos

casos, el pardsito se ve favorecido cuando existe estrechez uretral.3®

5.3.3. Giardiasis

El género Giardia estd formado por protozoos flagelados que
parasitan el aparato digestivo del ser humano y de ciertos animales.
El género Giardia comprende diversas especies, pero la infeccién que
afecta a las personas (giardiasis) suele atribuirse a la especie Giardia
intestinalis, también conocida como Giardia lamblia o Giardia
duodenalis.

La mayor parte de las veces, la infeccidn por G. intestinalis permanece
asintomatica, situacion mas comun en adultos que en nifios. Pueden
producir duodenitis, caracterizada por dolor abdominal tipo cdlico y
diarrea. Las heces fecales son muy olorosas ya que cuando hay un
problema de defecto de absorcién, el trabajo de desintegracion
bacteriano hace que se torne este olor. También puede originar

nausea y acompafarse de anorexia, palidez y pérdida de peso.3?



5.3.3.1. Epidemiologia

Esta parasitosis es de distribucidon cosmopolita. Su frecuencia varia de
acuerdo al nivel educativo de la gente y de las condiciones sanitarias
y climatoldgicas de cada regién. De este modo se presenta mas en
niflos que en adultos, y en regiones tropicales que en zonas frias. La
infeccion se adquiere por via oral mediante la ingesta de alimentos y
bebidas contaminadas con quistes de Giardia intestinalis. 3% La
giardiasis es considerada la infeccion por parasitos mas comun que

afecta a los humanos en el mundo.3°
5.3.3.2. Ciclo bioldgico

Los quistes son formas resistentes y son responsables de la
transmision de la giardiasis. En heces se pueden encontrar tanto
quistes como trofozoitos (estados diagndsticos). Los quistes pueden
sobrevivir varios meses en agua fria. La infeccidn ocurre mediante la
ingestién del quiste que se encuentra en agua o alimentos
contaminados o por via fecal-oral. Ya ingerido el quiste pasa por la
parte alta del tubo digestivo, en estomago se reblandece la pared
quistica mediante la accién de los jugos gastricos. Posteriormente en
el duodeno se rompe dicha pared dando origen a trofozoitos
tetranucleados, los cuales se dividen originando dos trofozoitos
binucleados. Los trofozoitos se multiplican por fision binaria
longitudinal y permanecen en el lumen donde se pueden encontrar en
forma libre o unidos a la mucosa duodenal gracias a su disco suctor.
El quiste es el estado que se encuentra mas comuUnmente en las
heces formadas. Puede salir también como trofozoito cuando no le da
tiempo de transformarse en quiste, esto es cuando el transito
intestinal esta acelerado. Al salir como trofozoitos se desintegra
porque no tiene las condiciones para resistir el medio ambiente pero

los quistes producen nuevas infecciones.3? (Figura 10)



Las amebas se multiplican como trofozoitos no invasivos en la luz
intestinal, colonizando el colon y transformandose posteriormente en
quistes. En los cuadros sintomaticos el proceso evoluciona en tres

fases: adherencia, penetracién y propagacion.

Giardiasis

(Giandia intextinalis)

Contarmnation of water, food, or
handsfomites with infective Cysts.

Fig. 10 Ciclo bioldgico de Giardia intestinalis



5.3.3.3. Patologia

En el intestino Giardia puede adherirse a la pared intestinal mediante
una estructura rigida que le permite penetrar un poco la mucosa.
Este es el mecanismo de dafio de la giardiasis ya que al adherirse
firmemente a la pared intestinal genera una absorcion deficiente de
los nutrientes. Se observa también la secrecion de moco como
producto de la irritacién que produce la presencia de los trofozoitos

en la pared del epitelio intestinal.
5.3.4. Amibiasis

Entamoeba histolytica, protozoario comensal del intestino grueso, que
en ocasiones invade la mucosa intestinal, y puede diseminarse por
via hematica, es el agente responsable de la amebiasis. Este
protozoario pertenece al subphylum Sarcodina, que incluye a los

protozoarios mdviles dotados de pseudépodos.*®

El cuadro clinico producido por E. histolytica se conoce
tradicionalmente como amebiasis. La amibiasis se clasifica por sus
manifestaciones en sintomatica y asintomatica, por su localizacién en
intestinal y extraintestinal y por su evaluacién en aguda y cronica. La

infeccion asintomatica es relativamente frecuente.
5.3.4.1. Epidemiologia

La infeccidn por este protozoario, se encuentra en todo el mundo,
desde climas muy frios hasta zonas tropicales.** Sin embargo estos
protozoos se encuentran en proporciones pequenas en paises
industrializados. En general se habla de que las areas con clima
templado o caluroso son las de mayor endemia. Se presenta mas en
varones adultos y esta muy influida por el nivel higiénico-sanitario de

la poblacion y medio ambiente.



Por su mecanismo de transmisién la amibiasis pertenece al grupo de
las protozoosis transmitidas por fecalismo, ya que las formas
infectantes (quistes), se ingieren al llevar a la boca bebidas,
alimentos, manos o fomites que contengan materiales fecales de
personas parasitadas con el protozoo, con sintomatologia o sin ella.
Estos ultimos son llamados, portadores, excretan quistes y con fuente

de infeccion.*?

Aproximadamente el 10% de la poblacion mundial esta infectada, sin
embargo el 90% de las personas infectadas no presentan sintomas.
De los 50 millones de casos sintomaticos que ocurren cada afio, hasta
el 100,000 son fatales. Después de la malaria, es posible que E.
histolytica sea la segunda causa de muerte por protozoarios en el

mundo.
5.3.4.2. Ciclo biolégico

Los quistes son transmitidos a través de las heces. La infeccion con E.
histolytica ocurre por la ingestion de quistes maduros en agua,
alimento o manos contaminadas con material fecal. El quiste maduro
desciende en el tubo digestivo hasta llegar al intestino, donde previo
al contacto con jugos digestivos, se inicia el proceso de
desenquistamiento; en el cual la pared de resistencia se reblandece,
los nulcleos se duplican a ocho y finalmente se liberan pequefas
formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas, las que crecen

a trofozoitos maduros que migran hacia el intestino grueso.

Los trofozoitos se multiplican por fision binaria formando quistes, los
cuales son expulsados con las heces. Gracias a la proteccidon que les
confieren sus paredes, los quistes pueden sobrevivir dias o semanas
en el ambiente exterior y son los responsables de la transmisién. En

muchos casos, los trofozoitos se mantienen en el lumen intestinal de



los individuos que son portadores asintomaticos, eliminando los

quistes en las heces.

En algunos pacientes los trofozoitos invaden la mucosa intestinal, o a
través del flujo sanguineo, sitios extraintestinales como el higado,
cerebro y pulmones, resultando en manifestaciones patoldgicas.*?

(Figura 11)

= Colonizacién no invasiva
= Enfermedad intestinal
= Enfermedad extraintestin

(@[>

A\ = Forrma infectante
A\ = Forma diagnéstica

Figura 11. Ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica



5.3.4.3. Patologia

La adherencia intestinal se realiza fundamentalmente con las células

del epitelio de descamacion.

Para que se lleve a cabo la penetracion es necesario que se altere la
mucosa, debido a que esta circunstancia ocasiona una disminucion de
su resistencia. La penetracion se realiza por las zonas
interglandulares del epitelio debido a la menor resistencia de estas
areas. Como consecuencia de la adherencia se lisan las células del
epitelio, destruccidn que es potenciada por la fagocitosis que realiza
la propia a meba.** La penetracién se realiza con la intervencidon de
las enzimas liticas (proteasas, mucopolisacaridasas, etc.) y con ayuda
del propio movimiento amebiano. Una vez que los trofozoitos
penetran en la mucosa, se forman en ella pequefos nddulos a
consecuencias de la reaccién inflamatoria tisular, que se ulceran en el
centro. El dano intestinal es mas frecuente a nivel ciego y recto
sigmoides, en virtud de que en estos sitios el transito intestinal es
menor y con ello se concentra mayor numero de trofozoitos, algunos

de los cuales llegan a invadir paredes.

Los parasitos pueden propagarse a zonas adyacentes del intestino y
provocar una intensa reaccion inflamatoria y dar lugar a un

ameboma.

En ocasiones, los trofozoitos entran en el torrente circulatorio y a
través del sistema portal llegan a cualquier parte del organismo,
especialmente al higado, y dan origen a la llamada amebiasis
extraintestinal. Al alcanzar el higado, las amebas producen
inicialmente una reaccion inflamatoria con posterior necrosis tisular y

formacion de uno o varios abscesos.

El dafo que produce Entamoeba histolytica se debe en primer lugar

a la accién de sus enzimas, entre las que destacan mucinasa,



hialuronidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, etc., las que lisan
los tejidos y permiten la invasion de érganos, aparatos y sistemas del
hospedero. Otro mecanismo de dafio es la eritrofagia, gracias al cual
el trofozoitos introduce eritrocitos que posteriormente son destruidos
en el citoplasma amibiano. El tercer mecanismo de dafio es el
traumatismo directo tisular que los trofozoitos ejercen al golpear
directa y constantemente los tejidos, con lo que se van separando
una célula de otra. El mas importante en la fisiopatogenia es el

mecanismo enzimatico.*®

VI. METODOLOGIA
6.1. Material y equipo utilizado

Los disolventes y reactivos utilizados en todos los casos fueron grado
QP y destilados previo uso.

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios
con gel de silice 60 F,s4 de 0.25 mm de espesor en fase normal (AL
SIL G Whatman) como fase estacionaria y aluminio como material de
soporte. Como reveladores cromatograficos se utilizaron una lampara
de Luz U.V. marca UVP, modelo UVGL-58 de longitud de onda a 254 y
365 nm y una solucién de p-anisaldehido al 15%.4®

Para la cromatografia en columna Flash se utilizé gel de silice 60
(malla 0.063-0.200 mm, Sigma Aldrich), y una bomba de vacio Marca

Felisa.



6.2 Colecta de los especimenes de Pepino de mar
6.2.1 Localizacion de la zona de muestreo

La colecta de los especimenes se realizd en dos localidades
reportadas como zonas “pepineras” de Yucatidn (Figura 12):%® |a
primera en las costas Dzilam de bravo (georeferencia: latitud
21°2322.3”"N y longitud 88°56’48.56"'0) donde se encuentran zonas
de pastos marinos con claros de arena, cominmente conocidos como
“blanquizales”. La segunda fueron las costas de Celestln
(georeferencia: latitud 21°03'31.35”"N  longitud 90°35'59.94"0)

también en zona de pastos marinos altos, con blanquizales.

Colecta, Dzilam de Bravo é‘:

Colecta Celestun g /

I

Mérida, YUC, México

(o

Figura 12 Zonas de muestreo en las costas de Yucatan



6.2.2. Recoleccidon, preservacion e identificacion

taxonomica

La colecta de pepino de mar se llevd a cabo en las zonas de muestreo
mediante buceo auténomo y snorkel, con la ayuda del Bidlogo José
Luis Gamboa y del Ingeniero Richard Mena Loria, la fecha,
organismos recolectados y su peso se presentan en la tabla 1.

Una vez que los organismos se colocaron en una bolsa de malla de
buceo, se procedid a llevarlos a la superficie, donde se les colocd en
un recipiente con agua de mar, a la cual se le anadié enseguida unos
cristales de cloruro de magnesio (MgCl,), el cual funciona como

anestésico.??

Tabla 1. Datos de las recolectas de pepino de mar

Recolecta Fecha No. de Organismos Peso humedo (Kg) Localizacion
Clara

2 22/04/2010 19 15 Bajos de Celestin, pastos
marinos

3 16/06/2010 14 2.4 Bajos de Celestin, pastos
marinos

4 30/07/2010 25 8.3 Dzilam de Bravo, Pastizales de la
grieta

Una vez en el muelle, los organismos son colocados en un recipiente
de 200 L (rotoplast) acondicionado con una bomba con recirculacién
de aire con 100 L de agua de mar. Los organismos fueron trasladados
al laboratorio de Biotecnologia Alimentaria, Productos Nutracéuticos
y Farmacéuticos de la unidad de Quimica-Sisal, en donde son
procesados para la identificaciéon taxondmica de la siguiente forma:

1) Los organismos son separados y agrupados mediante la

observacién morfoldgica. Se seleccionaron dos especimenes



representativos de cada grupo y se fijaron para su
conservacion. Para fijarlo, el organismo sedado es sumergido
en una solucion de etanol al 70%, inyectandole después de 5
minutos esta solucién por la boca y el ano con una jeringa de
10 mL.

2) Un espécimen se utilizd para la confirmacion de la especie,
mientras que el segundo espécimen se dono para la Coleccién
Nacional de Equinodermos Mexicanos "Dra. Ma. Elena Caso
Mufioz" a cargo del Dr. Francisco Solis y con sede en el
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM (ICMyL-
UNAM).

3) La confirmacion de la identidad de cada especie, se realizd con
la ayuda del taxénomo de equinodermos, Dr. Francisco Solis
Marin del ICMyL-UNAM de la UNAM mediante la observacion de
las espiculas de los especimenes, utilizando la siguiente

metodologia:

1. Se corté un pedazo de piel del dorso del pepino y se colocd

en un porta objetos

2. Se agregd 3 gotas de una solucidon de hipoclorito de sodio al

7% (Cloralex) al trozo de piel por un minuto

3. La muestra se observd al microscopio, iniciando con una
baja resolucién, hasta llegar a 20x. Mediante la comparacion
de estas estructuras (espiculas) con las reportadas para

cada especie se determind su taxonomia inequivoca.



6.2.3. Descripcion y distribucion de la especie:
Durante los dos muestreos, se colectaron tres especies del género

Holothuria de las cuales se presenta su distribucién y descripcion.

6.2.3.1. Holothuria floridana:
Es una especie de tamano moderado y alcanza un largo maximo de
25 cm, su cuerpo es generalmente cilindrico y delgado, la boca casi
siempre es ventral y estd rodeada por 20 tentaculos perlados con
pequenas ramificaciones de lado. En la superficie ventral tiene
numerosos pies ambulacrales. Su pared es delgada y suave, pero las
verrugas son muy prominentes en las terminaciones anteriores y
posteriores y a través de los margenes anteriores del cuerpo, los
cuales son muy pronunciados en los individuos pequenos.
Las espiculas son tablas y rosetas, las tablas son grandes y estan
compuestas de 4 pilares, cada columna termina en tres dientes: una
vertical y dos horizontales. Las rosetas pequefas estan agrupadas en
montones que estan visibles con poco aumento.!® (Figura 13)
La coloracién varia mucho, algunos individuos son de un color
uniforme gris a un color amarillo oscuro, café, e inclusive rojo, pero
otros tienen pequefias motas de color negro, café o amarillo en la
superficie ventral. Generalmente los individuos pequefos son
moteados. (Figura 13)
En la superficie ventral, las puntas de los pies son de color amarillo
con tres franjas de pigmento negro que van a lo largo del organismo.
Los tentaculos de los organismos vivos o preservados tienen una
coloracion transparente a negra con tintes amarillos.
H. floridana habita en los pastos marinos, esteros y ciénagas de
mangle, cerca de la linea de costa. Este holotlrido se encuentra
desde la Peninsula de Yucatdn hasta Colombia, incluyendo Bahamas,
Jamaica, Cuba y Aruba. Se le encuentra en la Florida, en todo el lado

del golfo de Florida, a profundidades de 1-1.5 m.



Fig. 13 Foto de H. floridana, mostrando a un espécimen caracteristico y las

espiculas presentes en celoma: (F) tablas con terminacién dentada (G) y rosetas
(E). Adaptado de Hendler y cols.®

6.2.3.2. Holothuria grisea

También se le conoce como holoturia arlequin, el color base de los
organismos vivos (rojo o amarillo rojizo), contrasta con el moteado
café y con las papillas blancas con puntas amarillas de la parte
superior del cuerpo. Los pies en la suela tienen puntas amarillas, y
los tentaculos son de color amarillo. (Figura 14)

Los individuos de esta especie pueden alcanzar hasta 25 cm de largo,
y su cuerpo es cilindrico con una suela plana distintiva cubierta de

pies ambulacrales cilindricos.

Las espiculas de la pared de cuerpo son tablas con espinas
marginales (12) en el disco, y son puntuales. Presenta ademas,
botones con dos o cuatro agujeros centrales y algunos hoyos
periféricos pequefios, las orillas de los botones presentan dientes
despuntados. (Figura 14)

Estos organismos se distribuyen en Florida, Bahamas, Puerto Rico,
Jamaica, Antillas, Curazao, Panama, Colombia, el Norte de Brasil y el

Sur de Africa, en profundidades menores a 5 m.



Figura 14. Foto de H. grisea, mostrando a un espécimen caracteristico, espiculas
presentes en celoma: (A-H) tablas con terminacion dentada (C-G) rosetas y

botones. Adaptado de Hendler y cols.®

6.2.3.3. Hibrido, H. floridana- H. mexicana.

En algunos lugares, donde los rangos de distribucion se traslapan, H.
floridana y H. mexicana producen hibridos de caracteristicas
intermedias, lo cual dificulta su identificacion. H. mexicana tiene un
cuerpo robusto que se estrecha poco, y que la superficie final tiene
terminaciones despuntadas. El cuerpo es extremadamente rigido, vy
las verrugas y pies casi siempre son conspicuos. Por otro lado, la
parte dorsal casi siempre contrasta con la parte ventral que casi
siempre es de color rojo intenso, anaranjado, amarillo o blanco.
(Figura 15)

Las espiculas de la pared del cuerpo del dorso son tablas con
pequefas perforaciones (15-20 aproximadamente) en la base, las
tablas son muy similares a las de H. floridana; con contorno circular y

compuesto por cuatro pilares como agujas altas. (Figura 15)

H. mexicana casi siempre se encuentra a profundidades de 2 a 10 m.

Caracteristicas que son diferentes a los de H. floridana (vida infra). La



identificacion es realizada por la observacion de las espiculas que

presenta una mezcla de las dos especies. 48
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Figura 15. Foto de H. mexicana, mostrando a un espécimen caracteristico,
espiculas presentes en celoma: (H) tablas, vista lateral; (I) tablas, vista dorsal;

(J,K) bases perforadas. Adaptado de Hendler y cols.®

6.3 Aislamiento y purificacion de los componentes de los

diferentes holotiridos colectados
6.3.1 Generacion de los extractos generales

Posterior a la identificacion taxondmica, se sacrificaron los
especimenes sedados de cada grupo utilizando un bisturi quirdrgico,
realizando un corte en el dorso para efectuar la evisceracion, luego se
cortaron en pedazos pequefos y se licuaron a velocidad alta

(Licuadora industrial Waring, 12 L de capacidad).

El licuado se colocé en frascos de plastico previamente pesados y se
determind el peso total, enseguida el licuado se transfiri a vasos
para liofilizadora, y se colocaron en un ultracongelador (Revco Elite
plus) a -60°C durante toda la noche. Al dia siguiente, los licuados
congelados, se colocaron en la liofilizadora (LabConco, freezone 2.5)

para llevarlos a sequedad total.

El producto seco fue molido (micro molino IKA MF 10 basic) hasta

polvo fino obteniendo, con la finalidad de que las particulas se



encuentren en mayor contacto con el solvente, posteriormente se
colocd en un matraz Erlenmeyer de 5 L y se le vertid metanol (1:10
p/v), dejando en maceracién durante 1 semana aproximadamente a
5 °C. Al término de la maceracion, el extracto metandlico se llevo a
sequedad a presién reducida a 37 °C, mediante Rotavapor
(Rotavapor BUCHI R-215). El sdlido remante se peso, luego se

transfirid a viales color ambar y se calculd su rendimiento.

6.3.2 Prefraccionamiento mediante particion

liquido-liquido

Al extracto crudo se le sometié a un prefraccionamiento con particion
liquido-liquido, utilizando el esquema de Houssen y col.*? a fin de
quitar las sales contenidas en el extracto. (Figura 16) Las fracciones
obtenidas se concentraron, evaporando por completo el solvente en
el cual estaban disueltas mediante el empleo del Rotavapor; se
analizan las fracciones por medio de Cromatografia en Capa Fina
(CCF), por ultimo se realizaron las pruebas de actividad bioldgica.
Sélo aquellas fracciones que resultaron activas se les llevaron a un

segundo fraccionamiento.

6.3.3 Primer fraccionamiento mediante columna
Flash

Se pesaron 10g del extracto crudo y se disolvieron en 50 mL de
diclorometano:metanol (CH,Cl,:MeOH)95:5, luego se agrego 20g de
gel de silice, agitando para homogenizar la suspension, la cual se
transfirio a un matraz bola de 250 mL y se llevd a sequedad con el
rotaevaporador. El extracto impregnado en la gel de silice se montd
en una columna para cromatografia Flash con 500 g de gel de silice y
se eluyd con mezclas crecientes de acetato de etilo-diclorometano y
después de diclorometano-metanol de polaridad creciente (volumen

de cada mezcla 500 mL). (Tabla 2). Sin embargo, debido a la gran



absorcidon de los componentes polares del extracto crudo y al gasto

excesivo de disolventes se decidié explorar el uso de otras técnicas

cromatograficas para la separacién de los componentes.

Extracto crudo
(10g)

de agua
fextraer con CHC,

*suspender en la menor cantidad

Fase acuosa

*particion con sec-butanol

H,0

Fase organica

*evaporar solvente
*resuspender en MeOH/H,0(9:1)

Extraer conhexano (2)

*agregar MeOH/H,0
(50:50)

Sec-butanol

MeOH/H,0

Hexano

CHC1,

Figura 16 Diagrama de flujo de la particion liquido-liquido del extracto metandlico

6.3.4 Fraccionamiento mediante columna seca a

vacio (Dry Column Cromatography)

Se pesaron 10 g del extracto crudo del holoturido Hibrido, y se

impregnaron de la misma forma utilizada para la cromatografia Flash

(vida infra). Este gel de silice impregnado con el extracto se adicioné

a un embudo Biichner de 12 cm de diametro, el cual se le coloco

previamente un papel filtro y 80 g de gel de silice para columna,

tratando de dejar las dos fases lo mas parejo posible.®® (Figura 17)



Una vez vertido el extracto impregnado, se adicionaron 5 g de perlas
de vidrio cubriendo todo el gel de silice, a fin de evitar el

levantamiento de la fase estacionaria al adicionar la fase movil.

Tabla 2. Fracciones obtenidas a partir del extracto del Hibrido mediante

cromatografia rapida en columna.

Eluyente Proporcion Fracciones
(%) reunidas
AcOet 100% 1-10
AcOet- CH,CI, 90:10 11-20
AcOet- CH.CI, 80:20 21-30
AcOet- CH,CI, 70:30 31-40
AcOet- CH.CI, 60:40 41-50
AcOet- CH>CI, 50:50 51-60
AcOet- CH.CI, 60:40 61-70
AcOet- CH,CI, 70:30 71-80
AcOet- CH,CI, 80:20 81-90
AcOet- CH,CI, 90:10 91-100
CHCI; 100 101-111
CH>Cl>:MeOH 97.5:2.5 111-120
CH>Cl>:MeOH 95:5 121-130
CH>Cl>:MeOH 92.5:7.5 131-140
CH,Cl>:MeOH 90:10 141-150
CH>Cl>:MeOH 87.5:12.5 151-160
CH>Cl>:MeOH 85:15 161-170
CH>Cl>:MeOH 82.5:17.5 171-180

CH>Cl>:MeOH 80-20 181-198
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Fase estacionaria —_—
impregnada con muestra

;| €—— Fase estacionaria
-«—— papel filtro

Figura 17 Esquema de montaje para el fraccionamiento mediante columna seca a

vacio.>®
Una vez montado el sistema, se eluyd utilizando diferentes
disolventes y mezclas de disolventes de creciente polaridad en
Fracciones de 300 mL, obteniéndose 5 fracciones que se presentan
en la tabla 3. La ultima fraccion se obtiene al quitar cuidadosamente
la fase estacionaria impregnada con el extracto, y se extrae con
diclorometano-metanol 50:50. Una vez secas las fracciones, se

procedio a la determinacion de la actividad.

6.3.5 Separacion con Extraccion de Fase Solida

(SEFS, SPE en ingles)
Debido a que el analisis de los extractos activos obtenidos mediante
fraccionamiento en columna seca a vacio mostraba compuestos con
diferente polaridad, se procedié a fraccionar mas la muestra mediante
la técnica de Separacion con Extracciéon de Fase Solida (SEFS, o SPE
en inglés). Basicamente, se utilizdO como una técnica para la

purificacion de la muestra, previo a su analisis por HPLC analitico.

Asi, El cartucho de SEFS (Strata-X, fase reversa para compuestos
polares, de 12 mL, con 1 g de fase estacionaria, Phenomenex Inc.)

se acondiciond de la siguiente manera: se paso por el cartucho 5 mL



de metanol para lavarlo, luego se equilibr6 con 5 mL agua
bidestilada.

Tabla 3. Fracciones obtenidas a partir del extracto crudo del Hibrido H.

floridana X H. mexicana

Eluyente Proporcion
Hexano 100%
AcOet 100%
CH>Cl> 100%
CH>Cl>:MeOH 90:10
CH,Cl>,:MeOH 70-30
CHzClz:MEOH 50:50

Enseguida se agregé la muestra (100mg de la fraccién activa disuelta
en 5 mL metanol), la elucién se llevd a cabo adicionando 5 ml de los
siguientes disolventes: metanol (2X, lavado), metanol/acido acético
(AcOH)1%, metanol/acetonitrilo 50:50 (v/v), y por ultimo 5mL de
Acetonitrilo/acido acético al 1%. En cada uno de los pasos se
colectaron las fracciones, y se llevaron a sequedad con

rotaevaporador.

6.3.6 Separacion del extracto activo mediante HPLC
analitico

El extracto activo del fraccionamiento por SEFS, se separd mediante
HPLC analitico, utilizando las siguientes condiciones:
Sistema HPLC: Sistema Binario Varian 211 (Varian Inc. USA), con
inyector automatico 410, colector de fracciones 701, con dos
detectores: un 335 de U.V, y un Detector Evaporativo de Difraccion
de Luz (DELD, ELSD en inglés).
Condiciones de separacion: Columna LUNA (C18, fase reversa,
250 X 4.6 mm, 5um de particula Phenomenex, INC. USA) Fase movil,
AcCN:MeOH, en gradiente de 0 a 50 % Acetonitrilo en un tiempo de

20 minutos de corrida.



Deteccion, ELSD, Temp. nebulizacién=40°C Temp. evaporacion=70
°C, flujo de nitrégeno= 1.0 mL/min; U.V. a 230 nm

Se inyectaron 20 mL del extracto (5 mg extracto/mL, 5ug/ulL).

Con base al cromatograma, se determind separar cuatro diferentes
fracciones mediante la técnica Overload, a fin de colectar un 5ug en
cada corrida (20 en total). Las fracciones colectadas se llevaron a
sequedad mediante el uso de rotaevaporador. Después Las fracciones

se sometieron al ensayo bioactivo.

6.4. Ensayos de actividad

Todos los extractos generados se sometieron a las siguientes pruebas
bioldgicas: Actividad téxica en nauplio de Artemia salina®® en
microplaca, hemolisis de globulos rojos vy actividad antiparasitaria

mediante el método de subcultivo.

6.4.1. Determinacion de la actividad toéxica de los
extractos en nauplio del crustaceo Artemia salina en

microplaca

Generacion de los organismos: La cantidad de quistes a eclosionar se

hidrataron por 1 hora en agua dulce, asi 1 g de quistes generara
250,000 nauplios, si se considera el 100% de eclosidon. Una vez
hidratados, los quistes se colocaron en un recipiente, cilindro conico
transparente de 2L (recipiente de eclosidon) el cual tiene una llave de
salida en la parte cdnica inferior y se adiciona 1 L de agua de mar
(salinidad 2.5 %, 28 °C, pH de 7.7 a 8, con corriente de 2 mg/L). El
recipiente de eclosidon se dejo en aeracién y luz por 24 horas. Una vez
que eclosionan los nauplios, se cosecharon con un cernidor con malla
de 100 micras. Se abre la llave inferior del recipiente para sacar los
quistes no eclosionados, se enjuagan los nauplios con agua de mar

muy bien y se colocan en un recipiente con volumen conocido.



Preparacion de las muestras: Se pesaron 10mg del extracto crudo

disolviéndolo en 1 mL de metanol (concentracién final, 10,000
ug/mL). Partiendo de esta solucion, se realizaron diluciones seriadas,
tomando una alicuota de 100 pL y llevando a un volumen final de 1
mL con agua de mar, para generar un rango de 1000 pg/mL a
0.1ug/mL, las cuales se prepararon utilizando un vial ambar de 5 mL.
Como control negativo se utilizo agua de mar y como control positivo

metanol al 100%.

Bioensayo: En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se adiciona
a cada pozo 100 pL de agua de mar, luego se anade 100uL de
compuesto a evaluar, seguido de 100 pL de la solucién de nauplio de
A. salina de acuerdo al punto 6.4.1. Cada pozo de la microplaca se
afora hasta su maximo nivel. Los ensayos de cada compuesto, asi
como de los controles se realizan por triplicado. La microplaca se tapo
e incubd durante 24 hrs. con luz a una temperatura de 22-29°C, con
agitacion suave. Transcurrido el tiempo de incubacién se contabilizan
los crustaceos sobrevivientes, y el resultado se expreso como la
DL50. El calculo se realizd6 mediante el programa estadistico Probit de
la EPA, V.1.5.%1

6.4.3 Actividad antiparasitaria

Los ensayos de susceptibilidad in vitro contra Trichomona vaginalis y
Giardia intestinalis, se llevo a cabo utilizando el método de
subcultivo, mediante la técnica descrita por Cedillo Rivera et al.
(2002).°%2

Parasitos: Para el ensayo se utilizé T. vaginalis GT3 y G. intestinalis
IMSS:0696:1; las cuales se mantuvieron en medio TYI-S-33
enriquecido con 10% de suero bovino para T. vaginalis y 10% de

suero de ternera para G. intestinalis IMSS:0696:1.



Crecimiento de parasitos: Los parasitos se resembraron un dia antes

de realizar la prueba y se incubaron a 37°C durante 24hrs, con la
finalidad de hacer crecer al parasito. Pasado el tiempo de incubacion
se verifico si el porcentaje de crecimiento se encuentra entre el 90-
100%, y se dejé incubando de 12-24 h mas. El porcentaje de
crecimiento se establece al observar en microscopio la parte media
del tubo, estando este tapizado con el parasito pegado al tubo, por

ello podemos decir que hay un 90-100% de crecimiento.

Solucién de extracto: El extracto es proporcionado en un vial con una
cantidad de 10mg, se disuelve en 200uL de DMSO (Dimetil Sulfoxido)

teniendo asi una concentracién de 50mg/ml.

Ensayo: Esta prueba consiste en colocar en un tubo eppendorf® de

1.5 mL lo indicado en la tabla 5:

Tabla 4 Ensayo de actividad contra parasitos

Concentracion Solucion de Parasitos Medio de

(Hg/mL) extracto(pL) (uL) cultivo
(HL)
1 3 50 1447
10 30 50 1420
20 60 50 1390
50 150 50 1300
Control 0 50 1450

Después de preparar los tubos como marca la tabla, se colocaron en
incubacidon aproximadamente 48 hrs observando cada dia los

controles para verificar el crecimiento adecuado.

Después de 48 h, los tubos se colocaron en el refrigerador a una

temperatura aproximadamente de 10 °C por 30 min, para despegar



a los parasitos del tubo, luego se contaron en una camara de
Neubauer, contando solo los parasitos de los cuadrantes las esquinas.
Los resultados obtenidos se analizaron con el programa estadistico,

Probit; calculando la ICsg. Cada ensayo se realizd por triplicado.

6.4.3. Evaluacion de la actividad hemolitica, modificado

de Torres et al.>?

Este modelo, representa una mayor efectividad para denotar la

actividad de cada extracto.

Generacion de la solucion estandar de eritrocitos. Se colocaron 500

uL de sangre humana certificada en un tubo para centrifuga de 15
mL, y se adicionaron 5 mL de solucién salina isoténica (0.9 % de
NaCl) lentamente para homogeneizar la suspension, la cual es
centrifugada a 1500 rpm durante 5 min. Se decanta el liquido, y el
botén es lavado dos veces mas con 5 mL de SSI. Se tomaron 20 pL
del botdn final, y se resuspendieron en 1980 puL de SSI, para generar
2 mL de una solucién al 2% de eritrocitos, suficiente para 19

muestras por duplicado

Preparacion de las muestras: Se pesaron 10 mg de cada fraccidn

obtenida, y se disolvieron en 1 mL de metanol, (concentracién final,
10,000 pg/mL). Partiendo de esta solucion, se realizaron diluciones
seriadas, tomando una alicuota de 100 pL y llevando a un volumen
final de 1 mL con agua de mar, para generar un rango de 1000
Mg/mL a 0.1ug/mL, las cuales se prepararon utilizando un vial ambar
de 5 mL. El control positivo fue agua desionizada y metanol (choque

osmotico) y el control negativo, SSI 0.9%, de acuerdo a la tabla 4:

Bioensayo. Tanto las muestras como los blancos, se incubaron a
37°C por 30 minutos, y una vez concluido el tiempo se centrifugaron

a 2500 rpm por 4 minutos. El sobrenadante fue colocado en una



celda de cuarzo y se midié la absorbancia a 415nm en un

espectrofotdmetro. Cada muestra se realizé por duplicado.

Tabla 5 Procedimiento de la evolucion de actividad hemolitica

] Extracto
Tipo de o SSI Agua
diluido en Eritrocitos MeOH
muestra 0.9% desionizada
SSI
Control
. --- --- 50 uL 50uL 950 uL
positivo
Control
. - 950 uL 50 uL -— -—
negativo
Muestra a
50 uL 900 pL 50 uL --- ---
ensayar

Se calculé la actividad hemolitica mediante la siguiente formula:
AH(%) = Am/A(100%) - A(0%) * 100

Donde:

AH(%)- Porcentaje de la Actividad hemolitica
Am - Absorbancia de la muestra
A(100%)- Absorbancia correspondiente al control positivo

A(0%) Absorbancia del control negativo.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Para una mejor comprension de los temas desarrollados, me
permitiré presentar los resultados obtenidos y la discusién de ellos,

para concluir el trabajo experimental.
7.1. Pepinos de mar estudiados

La colecta de las especies de Holothuria grisea, Holothuria floridana e
hibrido entre H. floridana y H. mexicana (Figural8) se llevé a cabo
en las costas de Dzilam de Bravo y Celestin, Yucatan. Como
resultado se obtuvieron tres especies diferentes. Su identificacién se
realiz6 mediante observacion morfoldgica, y la confirmacion de la
identidad de cada una de las especies por la observacion
microscopica de las espiculas. En las siguientes imagenes se
muestran las tres especies que se trabajaron, asi como las espiculas
para cada uno. Todos los pepinos empleados se evisceraron, tratando
de evitar a los glucdsidos triterpénicos; moléculas bioactivas
caracteristicas de esta especie, y que se sintetizan en los tubulos de
Cuvier. Estas saponinas, aunque son bioactivas, son hemoliticas, y
por ende, es muy dificil su desarrollo como lideres para la obtencion

de nuevos farmacos.>*

Holothuria grisea Holothuria floridana Hibrido

Figura 18 Fotos de los pepinos de mar colectados.



La pared o celoma de los pepinos se secd y se pulverizd, y se extrajo
con MeOH por una semana a 5°C aproximadamente. Aunque existen
diferentes técnicas de extraccién reportadas en la literatura
(extraccion con diferentes disolventes, extraccion con metanol en

ebullicidn, extraccidn exhaustiva (soxhlet), percolacion)”8 25 28

se
decidié utilizar la maceracidon por una semana a temperatura baja,
para disminuir la posible oxidacidon de los compuestos bioactivos. El
extracto metandlico se concentré hasta sequedad, obteniendo un
residuo seco (extracto crudo). El nUmero de especies se muestra en
la tabla 6, asi como el peso humedo y extracto crudo obtenido a
partir de lo colectado. En la tabla 7 se presentan las actividades de
los extractos crudos en las pruebas de letalidad en Artemia salina y

antiparasitaria sobre T. vaginalis y G. intestinalis.

Los tres extractos crudos resultaron activos en ambos bioensayos,
resaltando la actividad del H. grisea. Sin embargo, el tamafio del
organismo y su poca asequibilidad, impidieron seguir adelante en la
busqueda de compuestos antiparasitarios. Se realizaron dos colectas
en Dzilam, donde se encontraron estos organismos, pero solo se

ubicaron dos organismos con un tamafo de 10 cm.

Tabla 6. Pesos de las especies de pepino de mar colectados

) No. de Peso Extracto crudo
Especie )
Organismos humedo (Kg) seco (g)
H. grisea 11 1.0 3
H. floridana 14 1.7 10.3
Hibrido 20 2.5 60.0



Tabla 7. Efecto de los extractos crudos de los diferentes pepinos de mar

colectados, sobre A. salina, G. intestinalis y T. vaginalis.

Letalidad Actividad antiparasitaria
A. salina
LDso ICso (Hg/mL)
(hg/mL) G. intestinalis T. vaginalis
- H. grisea 1.12 344.8 22.25
5 o] =
3 o H. floridana 1319 395.8 15.64
E & Hibrido
fh 461 1615 23.04

Ahora bien, con base en la actividad antiparasitaria sobre T. vaginalis,
y la prueba de letalidad en A. salina, asi como la abundancia
encontrada de los organismos, se decidid seguir con la busqueda de
compuestos antiparasitarios en los pepinos hibridos de H. floridana X

H. mexicana.

7.2.1. Prefraccionamiento mediante particion liquido-
liquido

10 g de extracto del holothurido hibrido se sometieron a una particion
liquido-liquido con la finalidad de quitar las sales contenidas en el
extracto y realizar un prefraccionamiento rapido. Una vez colectadas
las 5 fracciones se llevaron a sequedad y cada extracto se sometio a
los bioensayos de actividad, los datos obtenidos se presentan en la
tabla 8.

Los extractos crudos probados contra G. /lamblia y T. vaginalis
presentan una baja actividad, sin embargo, después de hacer el
prefraccionamiento de los extractos crudos de H. floridana e hibrido,
la actividad se ve favorecida considerablemente contra G. lamblia,
especialmente las fases polares (MeOH/AGUA, BuOH, vy

Diclorometano)



Tabla 8. Datos de rendimiento y actividad bioldgica de los extractos generados por

el prefraccionamiento Lig-Liqg, a partir del Hibrido

Rendimiento Letalidad Actividad antiparasitaria

A. Salina
(9) LD50 IC50 (pg/mL)
9 (ng/mL) G. lamblia T. vaginalis

Extracto 1275.56 1615 23.04
Crudo

Hexano 0.22 >1300 >1700 >1000
BuOH 0.51 >1300 7.61 >1000
DICLOROME 0.24 1300 4.42 >1000

El analisis de las fracciones por CCF reveld que las tres fracciones
activas presentaban compuestos polares, dado que presentaban rf
menores a 0.2 en un sistema de fase normal con elusidon con
CH,Cl,/MeOH 95:5. Por lo anterior se decidid fraccionar el extracto
crudo empleando cromatografia en columna de fase normal, iniciando

con acetato de etilo como fase inicial.

7.2.2. Primer fraccionamiento mediante cromatografia en

columna rapida (Flash Column Cromatography)

El extracto crudo se disolvio en diclorometano (10 g/100 mL de
CH,Cl,), y se aplicé en una columna de silica gel (500 g), la elucién
se llevd a cabo con mezclas crecientes de acetato de etilo-
diclorometano y después de diclorometano-metanol de polaridad
creciente (0-50 %), a una velocidad de 10 mL por minuto;

obteniéndose 198 fracciones de 50 mL.



Todas las fracciones se analizaron mediante CCF y se agruparon en
12 subfracciones de acuerdo a su similitud, (Tabla 9) aquellas
fracciones con un peso mayor a 10 mg se les realizd la prueba de
letalidad en A. salina. Los resultados demostraron que solo las
subfracciones O y P presentaron actividad tdxica, por lo que se
sometieron a la prueba antiparasitaria. Ambas presentaron solo
inhibicion para el parasito de G. intestinalis. (Tabla 10) Es
importante notar que estas dos fracciones no presentaron actividad

tricomonicida.

Tabla 9. Subfracciones obtenidas a partir del extracto crudo del Hibrido

Subfracciones Fracciones Rendimiento
Clave (mg)
A,D 1,6-8 107.3
B 2-4 17.3
C 40 4.0
E 9-19 24.2
F 20 124.1
G 21 5.0
H-K 22-39 3.3
L,Q,R 5,156-171,174-175 3.0
M 41-92 124.3
N 93-126 11.9
o 127-143 116.1
P 144-155, 162-173, 176-198 158.5

Tabla 10. Datos de actividad bioldgica de los extractos generados por el
prefraccionamiento mediante cromatografia en columna rapida, partiendo del
hibrido

Actividad Actividad antiparasitaria
toéxica A. Salina
LD50 IC50 (pg/mL)
(ng/mL) G. T. vaginalis
intestinalis
Fraccion "O" >10,000 17.56 >100

Fraccion "P" 3439.743 8.468 >100



7.2.3. Fraccionamiento mediante columna seca al vacio (Dry

Column Cromatography)

Debido a la alta retencién de la silica gel por el extracto crudo, se
incrementd la cantidad de disolvente empleado, asi como el tiempo
de elucidon y el bajo rendimiento de las fracciones. Por lo que se
evalud la técnica de Fraccionamiento mediante columna seca al vacio
(Dry Column Cromatography) a fin de obtener un prefraccionamiento

rapido con un mejor rendimiento.

Cuando se aplicd esta técnica para la separacién de extracto crudo
del pepino hibrido, se obtuvieron 6 fracciones, las cuales se
concentraron a sequedad y se les determind su actividad sobre
letalidad en A. salina y antiparasitaria. Los resultados se presentan en
la tabla 11 y 12. Solo las 3 fracciones de mayor polaridad
presentaron actividad sobre A. salina; y en la prueba antiparasitaria,
solo la fraccion DCM/MeOH 70:30, presentd actividad inhibiendo el
crecimiento de G. intestinalis y T. vaginalis. El analisis de las
fracciones por CCF, mostré que estas fracciones presentan un perfil
muy parecido, varios compuestos polares con r.f. menor a 0.3, y

algunos compuestos menos polares con r.f. mayor a 0.5.

Tabla 11. Fracciones obtenidas a partir del extracto crudo del Hibrido (H.

floridana- H. mexicana).

Rendimiento

Eluyente Proporcion (mg)
Hexano 100%
AcOet 100% 0.3126
CH,CI, 100% 0.9830
CH>Cl>:MeOH 90:10 0.6842
CH>Cl>:MeOH 70-30 1.1955

CH,Cl;:MeOH 50:50 2.7442




Tabla 12. Datos de actividad bioldgica de los extractos generados por el

prefraccionamiento mediante cromatografia en columna seca al vacio rapida.

Actividad Actividad Hemolisis
toxica A. Salina antiparasitaria
LD50 % Inhibicion a 100 AH%
(ng/mL) Hg/mL
G. T.
lamblia vaginalis

Acetato >1000 0 0 3
CHCI, >1000 0 0 5
DCM-MeOH 493.576 0 0 94
90:10%
DCM-MeOH 335.967 65 65 91
70:30%
DCM-MeOH 685.223 0 0 87
50:50%

Comparando el perfil cromatografico de los extractos obtenidos por
esta técnica, aunado a los obtenidos por la técnica de cromatografia
en columna rapida, es notorio que la actividad la presentan

compuestos polares.

Por otro lado, la coloracion de los compuestos presentes en los
extractos (morado), la pueden presentar los glicésidos

triterpénicos,>®

por lo anterior, y tratando de elucidar si en las
fracciones activas se presentan este tipo de compuestos, se evalud la
actividad hemolitica empleando la técnica modificada de Torres.®3 Los
resultados se anexan en la tabla 12. Estos demuestran que las
fracciones mas polares, son hemoliticas, especialmente la que
presenta la actividad antiparasitaria. Aun asi, se decidié fraccionar
aun mas este extracto bioactivo, para establecer si la actividad

antiparasitaria es debida a otro tipo de molécula.

Dado que ya se contaba con una mayor cantidad de extracto, a un

gramo de extracto activo, se le intentd fraccionar mediante columna



abierta en gel de silice, sin embargo, la unién irreversible del
extracto, evitd su uso. Para seguir el fraccionamiento, se procedid a
utilizar la metodologia de HPLC en fase reversa para la separacién

mas eficiente y rapida de los compuestos.
7.2.4. Separacion con Extraccion de Fase solida (SEFS)

Sin embargo, para evitar tiempos largos de corrida, fue necesario
someter al extracto a un prefraccionamiento con SEFS, a fin de
separar los compuestos menos polares de la fraccidon bioactiva. Para
ello, y considerando que los compuestos pueden tener diferente
naturaleza quimica, se empled un cartucho con fase reversa, que por
un lado es no polar, y que por el otro puede servir para separar
compuestos acidos y basicos debido a su estructura (bencil-2-oxa-
pirrolidina). Ademas, la SEFS tiene como ventajas el ser un

procedimiento relativamente rapido con un gasto bajo de disolvente.

Una vez aplicada la técnica se obtuvieron 5 fracciones, las cuales se
presentan en la tabla 13. Adicionalmente en la misma tabla se

presentan los datos de actividad hemolitica y letal sobre A. salina.

Los datos revelaron que la actividad se mantiene en las fracciones
mas polares, dado que eluyen mas rapido en fase reversa. El analisis
de CCF en fase normal mostrd que las fracciones F2 y F3 solo difieren
en la parte no polar (rf de 0.6), sin embargo, las fracciones F4 y F5,
que presentan mayor cantidad de estos compuestos no polares
resultaron inactivos. Por lo anterior, se considerd pertinente la
separacién de la fraccién F2 por cromatografia de liquidos de alta

resolucién (CLAR) analitico.



Tabla 13. Datos de rendimiento y actividad bioldgica de los extractos generados

por el prefraccionamiento mediante SEFS

Actividad

Rendimiento téxica A. Salina Hemolisis
(mg) LD50 AH%
(ng/mL)
Muestra (F1) 33 >1000 1
Metanol 100% 57 545.227 95
(F2)
MeOH- 7 107.354 90
AcOet1% (F3)
MeOH-ACcCN 3 >1000 4
50:50
AcOH1% (F4)
AcCN:AcOH1% 1.3 >1000 4
(F5)

7.2.5. Separacion del extracto activo mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) analitico

Para la separacion del extracto bioactivo, se procedidé a la utilizacion
del detector de evaporacién de difraccién de Luz (ELSD), un detector
universal para la deteccidn de moléculas, de reciente uso en la
separacion de productos naturales. Para ello, se emple6 un método
general para la separacién de glicdsidos triterpénicos en plantas
(Varian database), que utiliza AcCN/H>O en un gradiente de 35 a
50% en una hora. Utilizando estas condiciones, solo se observd un
pico en el cromatograma (Figura 19), lo cual no coincide con el

analisis de CCF del extracto.



La modificacién de la fase movil, incrementando el disolvente polar
aproético (AcCN) a un 100% en los primeros 5 min, seguido de un
gradiente con un disolvente mas polar prético organico (0-50%
MEOH, 10 min.), llevé a una mejor separacidén, como se muestra en
la figura 20. La cantidad inyectada por corrida fue de 0.5 png.

Para separar mas extracto por corrida, dado que se tiene una buena
resoluciéon entre los dos picos principales, se utilizé el método de
sobrecarga en la columna (Overload),*® lo que nos permitié separar

10 veces mas por corrida (5ug).

Después de 20 corridas, se consiguid suficiente cantidad para
determinar las pruebas bioldgicas de letalidad sobre A. salina y
hemdlisis. Las fracciones separadas, con sus tiempos de retencidn,

rendimiento y datos de actividad se enlistan en la tablal14.

Tabla 14 Resultados de la separacion de la F2 mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (CLAR), fracciones obtenidas, tiempo de retenciéon y actividad

hemolitica y letalidad en A. salina.

Tiempo de Rend. Actividad Hemolisis
retencion toxica A. Salina
(minutos) (mg) LD50 AH%
Fraccién (ng/mL)
I 0-4 3.1 >1000 94
II 4-7 2 321 100
I1I 7-11 1.2 >1000 96

IV 11-20 8.2 >1000 92
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Figura 19 Cromatograma de la primera corrida del extracto F2, mediante
fase reversa con un tiempo de analisis de 30 minutos. Columna: Luna, C18,
fase reversa, 250 X 4.6 mm, 5um, Fase mévil, AcCN:Agua, gradiente
de 35 a 50 %, en 30 min. Deteccién, ELSD, Temp. nebulizacion=40°C
Temp. evaporacion=70 °C, flujo de nitrogeno= 1.0 mL/min. Vol. iny.:
20 uL del extracto (0.5 mg extracto/mL, 0.5ug/ulL).
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Figura 20 Cromatograma optimizado para la separacién del extracto F2,
mediante fase.Columna: Luna, C18, fase reversa, 250 X 4.6 mm, 5um,
Fase movil, AcCN:MeOH, 100 % AcCN en 5 min, gradiente de 0 a 50
% MeOH en 15 min, 100 % de AcCN en 10 min. Deteccidon, ELSD,
Temp. nebulizacién=40°C Temp. evaporacién=70 ©°C, flujo de
nitrogeno= 1.0 mL/min. Vol. iny.: 20 pL del extracto (0.5 mg
extracto/mL, 0.5ug/uL).



De los resultados resalta que solo la fraccion II presenta actividad
sobre A. salina, y que las cuatro fracciones generan hemodlisis.
Ademas el analisis de CCF de la FII muestra una sola mancha en fase
normal, de color purpura, lo cual implica que muy probablemente el
(los) compuesto(s) presentes en esta fracciéon pertenecen al grupo de
los glicésidos triterpénicos. Es importante sefalar, que en este
periodo se pensd en realizar una inyeccidon el cromatografo de
Gases/Masas, para realizar dereplicacion y saber si los compuestos
aislados ya han sido reportados, sin embargo, uno de los problemas
de estas saponinas, es que dan aductos al ser sometidos a impacto
directo,’® por lo que el método general para el espectro de Masas es

por FAB, y para ello es necesario contar con una sola molécula.



VIII. CONCLUSIONES

=

Se colectaron e identificaron tres especies de pepino de mar del
género Holothuria, las  cuales  fueron identificadas
taxondmicamente como H. floridana, H. grisea e Hibrido entre

H. floridana y H. mexicana.

Los extractos metandlicos de la pared de los tres holoturidos
demostraron buena actividad antiparasitaria. Aunque, H. grisea
resultdé ser el extracto mas activo, su tamafio y poca
asequibilidad evitaron su estudio como fuente de productos

naturales antiparasitarios.

Se logro el prefraccionamiento del extracto general del
holoturido hibrido mediante separacion biodirigida. El cual llevo
a la fraccién II que se obtuvo después de tres fraccionamientos

mediante diferentes técnicas cromatograficas.

Esta Ultima fraccion tiene la propiedad de ser un compuesto
polar y hemolitico; evidencia que nos lleva a pensar que muy

probablemente se trate de una saponina

Sin embargo, serd necesario algunos experimentos adicionales
para conocer la identidad del (los) compuesto(s) responsables

de la actividad antiparasitaria.
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