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RESUMEN 

Algunos productos naturales aislados a partir de los erizos de mar poseen actividades biológicas de 

interés farmacéutico como antibacterial, antioxidante, cardioprotectora, citotóxica, hemolítica, 

inmunosupresora y neuritogénica. Diadema mexicanum es un erizo que posee espinas muy largas 

armadas con espinoletes que se articulan desde la testa para protegerlo contra sus depredadores; sin 

embargo, se desconocen cuales son las propiedades farmacéuticas de los metabolitos secundarios 

de este organismo, por ello se realizó una evolución de la actividad biológica de los extractos 

orgánicos de D. mexicanum. Se colectaron 1.8 kg de erizo de los cuales se obtuvieron dos extractos 

etanólicos uno visceral (08-001v-40) y otro calcáreo (08-001t-40), ambos fueron sometidos a pruebas 

de actividad biológica, La actividad antibacteriana y hemolítica de los extractos se determinó 

cualitativamente por el método de difusión en agar con discos a 2 mg disco-1; las sepas empleadas 

fueron E. coli, S. aureus, S. pyogenes, V. harveyi y V. parahaemolyticus; mientras que la actividad 

antioxidante se determinó por el método bioautográfico utilizando el radical libre DPPH en TLC. El 

extracto 08-001t-40 resultó ser el más activo, por lo que se sometió a una extracción líquido-líquido 

(DCM/H2O; BuOH/H2O); obteniendo tres fases FDCM, FBUT y FAC, que se sometieron nuevamente a las 

pruebas de actividad biológica. La fase más activa resultó ser FDCM, por lo que fue fraccionada por 

medio de cromatografía en columna (CC1FN) sobre sílica gel 60Å, utilizando mezclas de DCM:EtOH 

en gradiente de polaridad, obteniéndose al final 10 subfracciones. Después se fraccionó CC1FN-F2 a 

través de una columna lobar FR-18 (CC2FR) con una solución de MeOH: H2O (9:1), de este proceso 

se obtuvieron tres fracciones; sin embargo, CC2FR-F2 resultó ser colesterol. Otra fracción que se 

separó por medio de la columna lobar FR-18 (CC3FR) fue CC1FN-F7 empleando mezclas de MeOH: 

H2O en gradiente de polaridad, obteniéndose al final siete subfracciones; sin embargo, debido al bajo 

rendimiento de las mismas sólo se realizó el ensayo de actividad antioxidante. 08-001t-40 y CC1FN-F9 

debido a la afinidad polar y a la actividad hemolítica que presentaron se deba posiblemente a la 

presencia de saponinas. Las fracciones CC1FN-F1-3 presentaron actividad contra S. aureus; mientras 

que las fracciones CC1FN-F4, 5, 7 y 8 presentaron actividad contra S. pyogenes. Ninguna de los 

extractos tuvo actividad contra E. coli. Las subfracciones obtenidas de CC3FR presentan actividad 

antioxidante a una concentración de 300 μg sobre la TLC. La actividad biológica de las fracciones de 

CC1FN con carácter no polar y medianamente polar se deba posiblemente a la presencia de 

naftoquinonas. No obstante se necesitan más estudios para caracterizar los compuestos presentes 
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en D. mexicanum, ya que estos presentan un potencial biomédico como antibiótico contra S. aureus y 

S. pyogenes, y como antioxidantes. 

 

Palabras clave: Diadema mexicanum, antibacteriana, hemolítica, antioxidante, saponina y 

naftoquinona. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los mares y océanos cubren cerca de 71% de la superficie de la Tierra, en ellos viven una gran 

variedad de organismos, los cuales no sólo han desarrollado estructuras y comportamientos 

para defenderse de otros organismos, sino también un gran número de metabolitos 

secundarios que permiten competir contra organismos de especies diferentes (interespecífica) 

o bien de su misma especie (intraespecífica) para poder sobrevivir.  

Los miembros del filo Echinodermata son organismos que se caracterizan por poseer 

un sistema vascular acuífero, el cual realiza la función de respiración y locomoción; y un 

endoesqueleto calcáreo protector. Los equinodermos se clasifican en cinco clases: 1) 

Asteroidea donde se encuentran las estrellas de mar, 2) Crinoidea los lirios de mar, 3) 

Echinoidea los erizos de mar, 4) Holothuroidea los pepinos de mar y 5) Ophiuroidea las 

estrellas ramosas (Ruppert y Barnes, 1996).  

Con lo que respecta a los erizos de mar, estos presentan dos tipos de estructuras 

defensivas: a) las espinas que son estructuras calcáreas móviles, articuladas a la testa que son 

delgadas y alargadas (Diadematidae y Echinothurridae); y b) los pedicelarios o pies tubulares, 

los cuales son empleados para inmovilizar las presas y algunos están armados con glándulas 

de veneno. Algunas de las toxinas aisladas a partir pedicelarios de equinodermos han sido 

identificadas como lectinas unidas a un monosacárido (D-galactosa) y otra unida a la heparina. 

Los miembros de las familias Echinidae y Toxopneustidae presentan pedicelarios globíferos, 

los cuales son estructuras tricúspides equipadas con una glándula de veneno en la base. El 

hombre se ve afectado por estos organismos; el contacto con las estructuras antes 

mencionadas produce diferentes síntomas como dolor, irritación o erupciones cutáneas; 

también se ha documentado que el consumo de las gónadas de algunas especies de erizo 

puede provocar intoxicación (Minton, 1974; Baslow, 1977; Hendler et al., 1995; Nakagawa et 

al., 2003). 

La farmacognosia es una ciencia interdisciplinaria que se encarga del estudio de los 

productos naturales con actividad biológica provenientes de plantas y animales, los cuales son 

recursos cuyos derivados tienen potencial de aplicación en biomedicina. A su vez la 

farmacognosia marina es la parte de la farmacognosia que estudia los productos naturales 

bioactivos originarios de los organismos marinos. La mayoría de los productos naturales 
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aislados son metabolitos secundarios; en contraste con los metabolitos primarios como el 

acetil-coenzima A, piruvato, entre otros; estos son específicos de ciertos grupos de organismos 

y especies que en la mayoría de los casos son desconocidos (Baslow, 1977; Dewick, 2002). 

De toda la gama de metabolitos bioactivos extraídos de los organismos marinos, 

Hashimoto (1979) menciona que la mayoría de los equinodermos sintetizan saponinas, las 

cuales son compuestos de naturaleza glucosídica conjugados con aglucones triterpenoidales o 

esteroidales. Esta clase de compuestos suelen presentar una variedad de actividades 

biológicas, tales como; actividad hemolítica, antifúngica y antitumoral, entre otras (Scheuer, 

1953; Bryan et al., 1996; Matsumoto et al., 2000; Haug, 2002; Prokof’eva et al., 2004; Lebedev 

et al., 2007). Adicionalmente, existen reportes de que los equinodermos, principalmente la 

clase Echinoidea son el único grupo animal que sintetiza naftoquinonas; unos pigmentos 

aislados de un gran número de familias de plantas y microorganismos (Scheuer, 1973). 

No obstante, son pocos los compuestos biológicamente activos descritos en las 

espinas de algunas especies de erizos como Diadema setosum, Stomopneustes variolaris y 

Echinotrix spp. (Nishibori, 1959; Nishibori, 1961; Boollootian, 1966; Moore et al., 1966; Minton, 

1974; Hendler et al., 1995). En vista de que en la literatura científica no se encontraron reportes 

sobre compuestos orgánicos y propiedades biológicas del erizo de mar Diadema mexicanum, 

en este proyecto se evaluó el potencial de este organismo como fuente de compuestos con 

actividad biológica. 

 

2. ANTECENDENTES 

Los primeros estudios sobre productos naturales de origen marino fueron de carácter químico; 

en lo que respecta a los equinodermos; uno de los primeros estudios fue el que realizó Millot 

(1956) quien determinó que los pigmentoe de Diadema antillatum eran naftoquinonas.  El 

pigmento rojo presentó un carácter ácido y una absorción de luz de longitud de onda entre 259-

262 μm, 337-342 μm y 460-470 μm y el púrpura alcalino, todas estas propiedades son 

características de las naftoquinonas. Posteriormente, Nishibori (1959) logró aislar el 

equinocromo A (echinochrome A) (Fig. 1a, 1), trimetil equinocromo A (Fig. 1a, 2) y 

leucoacetilequinocromo A  de las espinas del erizo japonés D. setosum mediante un lavado con 

agua ácida y los pigmentos fueron extraídos con éter y transferidos a una solución saturada de 
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bicarbonato de sodio; después realizó una segunda extracción con éter, purificación a través de 

una columna cromatográfica sobre carbonato de calcio y una recristalización a partir de 

dioxano-agua; la caracterización estructural de los compuesto se realizó por espectroscopia de 

infrarrojo y punto de fusión. Nuevamente en años posteriores, Nishibori (1961) utilizando la 

misma metodología con D. setosum determinó la presencia de equinocromo A  y trimetil 

equinocromo A en S. variolaris.  
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Figura 1. Estructuras de los principales compuestos aislados de los equinoideos. 

 

En el estudio realizado por Moore y colaboradores (1966) se reportaron: equinocromo 

A, cinco espinocromos conocidos (spinochrome A, B, C y D; Fig. 1a) y otros 11 espinocromos 

no reportados (seis naftoquinonas, cuatro juglonas y una benzoquina) en Echinothrix calamaris 

y Echinothrix diadema. En este estudio, se procesaron 1 kg de espinas de cada especie por 

separado empleando 250 mL de ácido clorhídrico concentrado por cada 100 g de espinas, 

después se empleó éter libre de peróxido para la extracción de los pigmentos; el extracto 

etéreo se lavó con una solución acuosa de bicarbonato de sodio. La fracción acuosa fue 

sometida a un baño ácido para precipitar las sales de sodio y posteriormente sometida a una 

extracción líquido:líquido con benceno y después con éter. La fase bencénica se llevó a 

sequedad en el rotavapor y se fraccionó a través de una columna cromatográfica con sílica gel 

con un tratamiento ácido y empleando como fases móviles benceno, clorofomo y metanol: 

cloroformo (5:95). La caracterización de los compuestos purificados se realizó con ayuda de un 

espectrofotómetro de UV. Lo relevante en ese trabajo fue el descubrimiento de la 
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benzoquinona 2,5-dihidroxi-etilnaftoquinona ya que éste fue el primer compuesto de este tipo 

en ser reportado en invertebrados marinos (Fig. 1b). 

Griffiths (1965) fue uno de los pioneros en realizar un estudio sobre la síntesis de 

naftoquinonas encontradas en el desarrollo temprano de los erizos Strongylocetrotus 

purpuratus, Strongylocentrotus dröbachiensis y sus respectivos híbridos; en este estudio se 

emplearon los embriones y larvas. La extracción de los pigmentos se realizó con etanol y para 

la extracción de los equinocromos se empleó dietil éter; después éstos se fraccionaron a través 

de una columna cromatográfica de celulosa con un poco de carbonato de calcio. La 

determinación de las naftoquinonas se confirmó con un espectrofotómetro y se cuantificó con 

respecto al tiempo a lo largo del desarrollo, también se determinaron las proteínas a través del 

método de Lowry. En ese estudio se determinaron algunas naftoquinonas como espinocromos, 

equinocromos y algunos intermediarios de la biosíntesis, la síntesis de estos pigmentos inicia 

durante el estadio de gástrula e incrementan a lo largo del estudio (cinco días), una de las 

hipótesis planteadas es que los espinocromos se sintetizan a partir de los equinocromos y 

después éstos se incorporan a las regiones calcificadas.  

Si bien sólo se tenían suposiciones sobre la síntesis de algunos pigmentos 

provenientes de los equinodeos, Salaque y colaboradores (1967) utilizaron cultivos celulares 

con Arbacia pustulosa a los que les inyectaron metionina –CH3-
14C, ácido acético-2 14C y ácido 

propiónico-3 14C. La extracción del equinocromo A se realizó empleando una extracción 

sólido:líquido en la que se utilizaron tres volúmenes de etanol, tres volúmenes de etanol:éter 

(1:1) y cuatro volúmenes de éter. Posteriormente el aislamiento del equinocromo A se realizó 

por medio de una columna cromatográfica con acetona. En base a los marcadores 

radioactivos, la metionina y el ácido propiónico se excluyó como precursores de la síntesis del 

equinocromo A, la incorporación del ácido acético se originó a partir del ácido palmítico; sin 

embargo, este planteamiento generó controversia porque muchos autores mencionan que la 

biogénesis de las naftoquinona es a partir del ácido shikímico, ya que este es el principal 

precursor de los compuestos cíclicos aromáticos. Lo que se puede concluir es que el 

equinocromo A se biosintetiza de novo a partir del acetato (Fig. 2a). 

Scheuer (1973) en su libro Chemistry of Marine Natural Products publicó una 

recopilación sobre los metabolitos secundarios de origen marino; además hace una reseña 
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histórica sobre el estudio y distribución de las naftoquinonas en el filo Echinodermata, lo 

relevante de esta reseña es que se mencionan que algunos de los compuestos aislados son 

artefactos que se formaron durante el proceso de extracción y/o separación, o bien por la 

degradación de los compuestos aislados. Además establece una clasificación de las 

naftoquinas de los equinodermos: a) hidroxinaftoquinonas (hydroxynaphtazarins) que son  

naftoquinonas con dos grupos OH en los carbonos 5 y 8; a partir de este tipo compuestos se 

derivan cinco de los seis pigmentos clásicos de naftazarinas presentes en los equinoideos 

trihidroxi-, tetrahidroxi-, monoacetildihidroxi-, monoacetiltrihidroxi- y etiltrihidroxi- naftazarina. b) 

piranonaftoquinona (pyranonaphtazarin) es una hidroxinaftazarina que tiene un pirano unido al 

anillo que presenta los grupos OH, este compuesto deriva de los espinocromos. c) 

naftoquinonas diméricas (dimeric naphtazarins) solo se conocen dos compuestos de este tipo 

en los equinodermos. d) naftoquinonas metil éteres (naphtazarin methyl ethers) son 

naftazarinas que han sustituido un hidrógeno de un grupo OH por un metilo (Me) y formando un 

éter, este tipo de compuestos se ha aislado de varios tipos de equinodermos como asteroideos, 

equinoideos, holoturoideos y ofiuroideos. Y e)  juglonas son compuestos asimétricos, por lo que 

forma un gran número de isómeros; además este tipo de compuestos son muy susceptibles a 

la oxidación. 

En 1996, Encarnación-Dimayuga publicó una recopilación sobre las plantas y animales 

empleados en la medicina tradicional sudcaliforniana, en esa obra se mencionan aplicaciones 

medicinales de algunos organismos marinos como corales, elasmobranquios, equinodermos, 

gorgonias, moluscos y peces, entre otros. Sin embargo, solo se mencionan dos equinodermos, 

los cuales son: a) la estrella de mar Astropecten armatus, que a partir de sus brazos se elabora 

un té que funciona como antiabortivo y contra hemorragias vaginales; y b) el erizo de mar 

Echinometra vanbrunti, que presenta las mismas aplicaciones que la estrella, sin embargo, éste 

puede ser molido para emplearse como un borrador de cicatrices. 

La farmacognosia tiene como objetivo primordial buscar metabolitos secundarios con 

aplicaciones farmacéuticas, Malpezzi y colaboradores (1991) determinaron la actividad 

hemolítica y neurotóxica en los extractos de las gónadas de dos especies de erizos de mar 

(Echinometra lucunter  y Lytechinus variegatus). Para ello se disecaron las gónadas de ambas 

especies e individualmente, se pesaron y homogenizaron en metanol (1:10 peso/volumen) para 
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después adicionarles cloruro de metileno y obtener una fracción no polar y polar. 

Posteriormente se determinó la actividad neurotóxica con el nervio de un crustáceo, actividad 

aglutinante y hemolítica por microplacas; la confirmación de estas actividades se debe a la 

presencia de saponinas presentes en estos órganos, siendo L. variegatus más tóxico (TC50= 

0.78 mg/mL) que E. lucunter (TC50= 50 mg/mL). 

En virtud de que algunas industrias se interesan en compuestos con actividad anti-

epibióntica, Bryan y colaboradores (1996) determinaron la actividad contra el asentamiento de 

bacterias marinas y larvas de macroinvertebrados en los extractos etanólicos de algunos 

equinodermos colectados en las costas de Florida y Alabama en el Golfo de México. En esa 

investigación no se colectó ningún equinoideo, sin embargo, se determinó la actividad 

antibacteriana contra Deleya marina y Alteromonas luteo-violacea de las 20 especies de 

equinodermos estudiadas solo tres tuvieron actividad, siendo el extracto de la estrella 

Goniaster tesselatus el único activo contra ambas cepas a una concentración de 3 mg/mL de 

agua de mar. Con lo que respecta a las pruebas de actividad anti-epibióntica, 11 especies 

presentaron actividad contra el asentamiento de las larvas del briozoario Bugula neritina y el 

balano Balanus amphitrite a una concentración mínima de 0.12 mg/mL de agua de mar. Los 

autores concluyeron que las saponinas presentes en los extractos son las responsables de la 

actividad biológica. 

Al mismo tiempo, Wilson y colaboradores (1996) determinaron la toxicidad del naftaleno 

y sus derivados metabólicos empleando cultivos celulares de microsomas hepáticos. Las 

pruebas de citotoxicidad se realizaron con leucocitos mononucleados. Durante el ensayo se 

obtuvieron dos intermediarios metabólicos 1,2-dihidrodiol naftaleno y 1-naftanol; se determinó 

que el 1-naftanol era el intermediario citotóxico, además de ser el precursor de otros 

intermediarios citotóxicos como el 1,2-naftoquinona y el 1,4-naftoquinona. En estudios previos 

a esa investigación, se determinó que el precursor del 1-naftanol era el 1,2-epóxido naftaleno, 

el cual debido a un reacomodo espontáneo da origen al 1-naftanol; la citotoxicidad de este 

precursor se debe al grupo epóxido (Fig. 2b).  

Otro grupo de compuestos de gran importancia farmacéutica aislado a partir de los 

equinodermos son los sulfolípidos; Matsumoto y colaboradores (2000) sintetizaron cuatro 

sulfolípidos (Fig. 1c) que fueron sometidos a una prueba de efecto inmunosupresor en ratones 
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con transplantes de piel. Los resultados obtenidos con los sulfolípidos sintetizados fueron 

favorables, ya que no presentan citotoxicidad y pueden ser considerados como una nueva 

herramienta en los transplantes de órganos e injertos. 

Una de las principales aplicaciones de interés farmacéutico es la antibacteriana, Haug y 

colaboradores (2002) determinaron esta actividad en las diferentes partes corporales de tres 

equinodermos (un asteroideo, una holoturia y un equinodeo). Durante esa investigación el 

material orgánico fue secado en frío y extraído con acetonitrilo y agua, las bacterias utilizadas 

fueron Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus aureus y Vibrio anguillarum; todos los 

extractos de las paredes corporales dieron positivos. De manera individual la estrella fue la 

única que presentó actividad antibacteriana en los celomocitos y en el caso del pepino en los 

órganos internos (gónadas, árbol respiratorio e intestinos). Además de la actividad 

antimicrobiana, también se realizaron pruebas de actividad hemolítica, la mayoría de los 

extractos dieron positivo por la presencia de saponinas. Los autores concluyeron que las 

saponinas son compuestos antibacteriana presentes en los equinodermos, los cuales son 

empleados como defensa contra bacterias patógenas y organismos incrustantes.  
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Figura 2. Rutas biosintéticas de las naftoquinonas. 

 

Los productos naturales aislados de equinodermos también han presentado actividad 

cardioprotectora; Lebedev y colaboradores (2005) evaluaron la actividad cardioprotectora del 

equinocromo mediante el uso de pruebas de actividad antioxidante con 1,1-difenil-picrilhidrazilo 

(DPPH) y peroxidación de liposomas. La actividad antioxidante del equinocromo es el resultado 

de la combinación de las actividades de interacción con el hierro quelatado y los radicales 

libres en fase polar y no polar respectivamente; además funciona como un protector para las 

bombas de Ca2+ ATP-dependientes del retículo endoplasmático el cual se ve afectado por el 

Fe2+/ ascorbato, que induce a la oxidación y posteriormente es degrado por estas bombas. 

Debido a la interacción con el hierro quelatado los autores concluyen que esta sustancia puede 

emplearse con usos medicinales como cardioprotector. Después, Berdyshev y colaboradores 

(2007) estudiaron la interacción del equinocromo A con los radicales hidroperoxilos; con ayuda 

de espectrofotometría de UV determinaron que los α-OH y β-OH debido a la rotación isomérica 

producida por los anillos bencénicos son los responsables de interactuar con los radicales 

libres y peróxidos presentes en el medio. Posteriormente, Kuwahara y colaboradores (2009) 

realizaron diferentes ensayos con los pigmentos de las testas del erizo de mar Anthocidaris 

crassispina para determinar la actividad antioxidante de estos; la extracción se realizó 

empleando las testas y espinas del equinoideo, las cuales fueron lavadas y secadas en 
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oscuridad, después se disolvieron en una solución de HCl 6 M y los pigmentos fueron extraídos 

con dietil éter, enseguida la fracción de éter fue lavada con una solución de NaCl al 5% para 

remover el ácido. Se emplearon pruebas espectrofotométrica con DPPH, anión superóxido, 

radicales hidroxilo e hidrógeno peroxido.  

Además de las naftoquinonas, saponinas, y sulfolípidos; otro grupo de compuestos aislados a 

partir de los echinoideos son las equinaminas (echinamines); Mischenko y colaboradores 

(2005) lograron aislar la equinamida A y B (Fig. 1a) a partir del erizo de mar Scaphechinus 

mirabilis, además de encontrar actividad antioxidante en éstos. La extracción se realizó con 

etanol que contenía 10% de H2SO4 y el extracto se concentró al vacío y después fue 

fraccionado en agua y cloroformo; los pigmentos se extrajeron con el cloroformo. Después la 

solución de pigmentos fue acidificada y nuevamente extraída con clorofomo y acetato de etilo. 

El fraccionamiento y aislamiento de los compuestos se realizó por cromatografía en columna y 

HPLC; para la determinación de la actividad antioxidante emplearon el DPPH. Posteriormente, 

Pokhilo y colaboradores (2006) sintetizaron de la equinamina A a partir de las 

dicloronaftazarinas con aniones ácidos. En ese estudio se planteó que la sustitución 

nucleofílica de los haluros en las naftoquinonas cloradas era un método importante para la 

modificación de estas estructuras, los productos de esta vía poseen actividad biológica. Por 

medio de la sustitución de un cloro a través de un grupo ácido en las cloronaftazarinas por la 

acción del sodio ácido (NaN3) en metanol. Por medio de espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear (NMR) se determinaron los productos de la reacción, a partir de este 

procedimiento se plantearon las bases para la síntesis de la equinamina A, la cual es la primer 

hidroxinaftoquinona aminada aislada del erizo de mar S. mirabilis. En ese mismo año, 

nuevamente Pokhilo y colaboradores plantearon las síntesis de las echinaminas y algunos 

compuestos análogos. Durante esa investigación se emplearon dos metodologías: a) la primera 

consistió en una reacción de adición conjugada de ácido hidrazoico con naftoquinonas, el 

resultado fue la obtención de una aminonaftoquinona producto de una reacción redox; y b) la 

segunda consistió en la introducción de un grupo amino a una naftoquinona por medio de la 

sustitución de un átomo de cloro a través de un grupo ácido, utilizando ese proceso se logró 

sintetizar equinamina A, equinamina B y otros pigmentos menores de los erizos de mar como 

espinazarina (spinazarin, Fig. 1a) y espinocromo D. Con respecto a la espinazarina, 
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Yakubovskaya y colaboradores (2007) lograron aislar este compuesto y el etilespinazarina 

(ethylspinazarin) de un extracto alcohólico de S. mirabilis;  empleando diferentes técnicas 

cromatográficas como capa fina (TLC) preparativa, de alta resolución (HPLC) y de columna 

(CC) fue como se logró aislar estos pigmentos menores y la determinación de la estructura 

química se realizó por medio de la interpretación de espectros de infrarojo (IR) y NMR. 

Un grupo de compuestos orgánicos poco documentados en equinodermos es el de los 

gangliósidos, Yamada y colaboradores (2008) aislaron y determinaron la estructura de un 

gangliósido de D. setosum, el compuesto fue aislado de los ovarios del erizo por medio de 

extracción con cloroformo/metanol y fraccionado a través de una columna cromatográfica de 

sílica gel; este glangliósido presentó un anillo de glucosa unida a una unidad ácido N-

acetilneuramínico (N-acetylneuraminic acid) (Fig. 1d). La determinación de la estructura se 

realizó interpretando espectros de IR y NMR; además el gangliósido mostró actividad 

neuritogénica en presencia del factor de crecimiento del nervio. 

 

3. DESCRIPCIÓN Y DISTRIBUCIÓN 

Diadema mexicanum es un erizo de color morado, negro o azul oscuro que posee espinas 

segmentadas muy largas armadas con espinoletes, las cuales están cubiertas por una 

sustancia mucosa que produce dolor si se introduce en la piel (Fig. 3). Una descripción más 

detalla es la realizada por Caso (1979), quien menciona que D. mexicanum es un diademátido 

con una superficie actinal grande en relación con el diámetro de su caparazón. Espinas largas, 

con 20 a 28 series longitudinales de pequeños dientecillos o espinas. Hendiduras actinales  

anchas y poco profundas. La segunda serie de tubérculos interambulacrales primarios, 

comienza abactitinalmente de la 4ª a la 6ª placa coronal. Las valvas de los pedicelarios son 

tridentes comprimidos en sus bases y los extremos anchos y curvados. Esta especie habita en 

la zona rocosa intermareal y submareal, desde Puget Sound, Washington, en la parte media 

del Golfo de California hasta la isla Gorgona en Colombia, incluyendo las islas Socorro, Clarión, 

Coco y las Galápagos (Caso, 1979; Brusca, 1980; Olivares-González, 1986). 
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Figura 3. Fotografía de Diadema mexicanum (tomada por Gustavo Hernández-Carmona). 

 

 

4. TAXONOMÍA DEL ORGANISMO 

 

Filo ECHINODERMATA 

Clase ECHINOIDEA 

  Subclase ENDOCYCLICA o REGULARIA 

   Orden AULODONTA 

    Familia DIADEMATIDAE 

     Género Diadema 

      Diadema mexicanum A. Agassiz, 1863 

(Brusca, 1980). 
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5. JUSTIFICACIÓN 

D. mexicanum poseen espinas muy largas armadas con espinoletes para protegerse de sus 

depredadores como peces arrecifales, moluscos y mamíferos, entre otros (Lawrence, 1987; 

Hendler et al., 1995). El contacto con dichas estructuras puede producir diferentes síntomas 

como dolor, irritación o erupciones cutáneas, lo que sugiere que esta especie también cuenta 

con mecanismos de defensa química (Haug et al., 2002; Bryan et al., 1996). Además, algunos 

compuestos orgánicos responsables de esta defensa química podrían ser considerados una 

fuente alternativa de productos naturales biológicamente activos, es por ello que parece 

pertinente evaluar su potencial como fuente de compuestos de interés biomédico, para ello se 

propuso estudiar el efecto antibacteriano, antioxidante y hemolítico de los extractos orgánicos 

de D. mexicanum. 

 

6. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Determinar el potencial de Diadema mexicanum como fuente de compuestos biológicamente 

activos, empleando como indicadores pruebas in vitro de actividad antibacteriana, hemolítica y 

antioxidante. 

 

Objetivos Específicos 

i. Determinar si los extractos obtenidos con etanol a partir de las estructuras calcáreas y 

vísceras de D. mexicanum poseen actividad antibacteriana contra cepas resistentes 

por medio del método de la difusión en agar por sensidisco. 

ii. Separar los compuestos bioactivos presentes en los extractos orgánicos del erizo de 

mar a través de técnicas cromatográficas. 

iii. Corroborar si D. mexicanum presenta actividad hemolítica reportada en todos los 

extractos obtenidos de equinodermos. 

iv. Determinar la actividad antioxidante de los compuestos presentes en D. mexicanum 

por medio del método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Recolecta del material biológico 

Se recolectaron 10 organismos de D. mexicanum en la zona intermareal de la playa de Calerita 

(Fig. 4) a través de buceo libre a una profundidad de 1.5 m aproximadamente. Los organismos 

fueron depositados en un recipiente para ser transportados hasta el Laboratorio de Química de 

Macroalgas del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR) para ser procesados. 

La identificación taxonómica del organismo la realizó la Dra. María Dinorah Herrera Perezrul 

del CICIMAR, la cual fue corroborada por el Dr. Francisco Solís Marín de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM) encargado de la Colección de Equinodermos. Una vez 

en el laboratorio se registró en la bitácora de campo la información relativa a la recolecta de los 

organismos y se les asignó el número de identificación 08-001, después fueron desviscerados 

para tener dos fracciones; una visceral y otra calcárea. 

 

 

Figura 4. Mapa del área de recolecta de D. mexicanum. 
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7.2. Obtención de los extractos 

Se procesaron 1.8 kg de D. mexicanum, de los cuales se obtuvieron 0.55 kg de estructuras 

calcáreas y 1.25 kg de vísceras, ambas fracciones se sometieron a un proceso de extracción 

según lo sugerido por Hashimoto (1979); en el cual se emplearon volúmenes constantes de 

etanol destilado (EtOH dest) durante tres ocasiones; habiéndose empleado 1.1 L y 0.5 L de 

EtOH dest respectivamente. Cada extracto se evaporó a sequedad a presión reducida a una 

temperatura de 40°C con ayuda de un rotavapor Yamato RE500. El material seco fue pesado 

en un recipiente previamente tarado y el rendimiento de cada uno de los extractos crudo fue 

calculado. A partir de las estructuras calcáreas se obtuvieron 40.81 g de extracto crudo, el cual 

fue rotulado como 08-001t-40; y de las visceras se obtuvieron 17.32 g y se rotuló como 08-

001v-40 (Fig. 5). 

 

 

Figura 5. Diagrama de la obtención de extractos crudos de 08-001. 

 

7.3. Ensayos de actividad biológica 

Los extractos y fracciones obtenidos de D. mexicanum se sometieron a los siguientes ensayos 

con el fin de determinar la actividad biológica que estos poseen con respecto: a) actividad 

Diadema mexicanum 

1.8 kg / 10 organismos 

08-001 

Vísceras 
1.3 kg 

Testas y estructuras 
calcáreas 
0.55 kg 

Extracto etanólico 
17.32 g 

08-001v-40 

Extracto etanólico 
 40.81 g 

08-001t-40 

3 * 500 mL 
EtOH dest. 

Conc. in vacuo 

3 * 1 100 mL 
EtOH dest. 

Conc. in vacuo 
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antibacteriana por medio de la técnica de difusión en agar con sensidisco, b) actividad 

antioxidante con el método del radical libre estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y c) 

actividad hemolítica con la técnica de difusión en agar sangre con sensidisco. 

 

7.3.1. Ensayo de actividad antibacteriana 

La actividad antibacteriana de los extractos y fracciones fue determinada por la técnica de 

difusión en agar con sensidisco, el cual consiste en colocar un disco de papel filtro impregnado 

con el extracto o fracción sobre una placa de agar inoculada con una suspensión celular del 

organismo de prueba. Después de colocar los sensidiscos, las placas se incubaron y 

posteriormente se determinó el diámetro del halo de inhibición alrededor del sensidisco 

(Murrillo-Álvarez, 1996). También se realizó esta prueba con controles negativos, para 

determinar cuales disolventes se podrían emplear en el fraccionamiento del los extractos y de 

esa manera evitar la presencia de falsos positivos debido a la presencia de impurezas no 

volátiles biológicamente activas. Como control positivo se emplearon sensidiscos impregnados 

con 0.01 mg de eritromicina. En todas las pruebas se hicieron replicas para corroborar la 

actividad de la muestra impregnada en los sensidiscos. 

 

7.3.1.1. Características de las cepas bacterianas  

Las cepas de bacterias empleadas en este estudio fueron: a) Escherichia coli (ATCC BAA-196) 

es una bacteria gram-negativa  que presenta resistencia a varios antibióticos y produce β-

lactamasas, la cual fue aislada de una cepa ya existente derivada del aislamiento clínico de 

Klebsiella pneumoniae (Madigan et al., 2003). 

 b) Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42), es una bacteria gram-positiva que está 

asociada a condiciones patógenas, esta fue aislada de una niño en el Hospital de Neumología 

de Lisboa; presenta resistencia contra penicilina, oxacilina y meticilina.  

c) Streptococcus pyogenes (ATCC BAA-946), también es una gram-positiva, la cual fue 

aislada de una muestra faríngea de humano y es resistente a eritromicina.  

d) Vibrio harveyi  (ATCC 14126) fue aislada del anfípodo bioluminiscente Talorchestia 

sp. 
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e) Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) fue aislado de un alimento contaminado 

Shirasu, el cual fue responsable de los mayores casos de gastroenteritis en Japón (Madigan et 

al., 2003).  

Las cepas empleadas fueron reactivadas a partir de un stock liofilizado cultivándolos en 

un medio líquido enriquecido, para posteriormente ser resembradas y mantenidas en cajas 

petri de manera mensual. 

 

 

7.3.1.2. Preparación de medios de cultivo 

En base a ensayos preliminares, las cepas de E. coli, S. aureus y S. pyogenes fueron 

cultivados en agar Muller–Hilton (MH) BD Bioxon®, disolviendo 38 g en un litro de agua 

destilada. Con respecto a las cepas del género Vibrio, se cultivaron en agar MH con 2.5% de 

NaCl, disolviendo 2.5 g de NaCl en 100 mL de agar MH. Ambos medios fueron esterilizados en 

una autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se vertieron 15 mL en cada caja petri (represa 75 

x 10 mm) en condiciones asépticas. Después de la solidificación, las cajas fueron incubadas a 

35°C durante 24 h para corroborar su esterilidad y posteriormente fueron almacenadas en 

refrigeración a 4° C hasta el momento de su uso. 

 

 

7.3.1.3. Preparación del inóculo 

Del cultivo mensual mantenido en refrigeración se resembró individualmente cada cepa por la 

técnica de estriado para obtener un cultivo de 24 h. A partir de cada cultivo se tomó suficiente 

biomasa bacteriana con un hisopo para ser suspendida por agitación en una solución salina 

estéril (para las cepas de Vibrio la solución fue del 2.5% y para el resto de 0.85 %). Las 

suspensiones bacterianas se ajustaron a una densidad óptica de 1.000 UA a una longitud de 

onda de 585 nm en un espectrofotómetro MERCK SQ118. Una vez ajustada la absorbancia de 

cada suspensión se prosiguió a inocular las cajas petri con ayuda de un hisopo en condiciones 

asépticas. 
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7.3.1.4. Preparación de sensidiscos 

Los sensidisco se realizaron perforando un disco de papel filtro No. 4 con una perforadora 

previamente desinfectada con EtOH dest, éstos fueron depositados en un vial de 10 mL y 

esterilizados en la autoclave. 

 Posteriormente se pesaron individualmente 20 mg de cada extracto o fracción en un 

vial y se disolvieron en 1 mL de disolvente. Después, los discos de papel se impregnaron con 

0.1 mL de cada muestra con una micropipeta en condiciones asépticas hasta obtener una 

concentración de 2 mg por sensidisco.  

 

7.3.2. Ensayo de actividad hemolítica 

Al igual que el ensayo de actividad antibacteriana se utilizaron sensidiscos de papel filtro 

impregnados con 2 mg del extracto o fracción, sin embargo, en este ensayo se emplearon 

placas de agar sangre elaboradas en Laboratorio de Análisis Clínicos SADAT. Para el control 

positivo de esta prueba se emplearon sensidiscos impregnados con 2 mg de un extracto 

hidroalcohólico del pepino de mar Neothyone gibbosa.   

Los sensidiscos se colocaron en la placa de agar sangre con ayuda de unas pinzas de 

disección en el cuarto de siembra dentro de un campo estéril  sobre la superficie de una placa 

de agar sangre, una vez colocados los sensidiscos se selló la placa de agar sangre con 

parafilm. Después la caja de agar sangre se dejó a temperatura ambiente. La actividad 

hemolítica se evalúo a las 24h y 6 días midiendo en mm las zonas de hemólisis alrededor de 

los sensidiscos. Cada prueba realizada se hizo por duplicado para corroborar la actividad de la 

muestra del impregnada en el sendisco.  

 

7.3.3. Ensayo de actividad antioxidante utilizando el método del radical libre estable 1,1-difenil-

2-picrilhidrazilo (DPPH) 

La determinación de la actividad antioxidante se realizó a través del método bioautográfico 

sobre placas cromatográficas (Thin Layer Cromatography, TLC) reveladas con una solución 

metanólica de DPPH (SIGMA, CAS 1898-66-4) al 0.2 %. Las TLC se impregnaron con 500 μg 

de extracto o fracción y 100 μg de ácido ascórbico (BAKER ANALYZED, B581-05) como 

control positivo. Las TLC se corrieron con la fase móvil que separó mejor cada extracto o 
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fracción. Después, se esperó a que la placa estuviera seca, se reveló con la solución de DPPH. 

Posteriormente, la TLC se cubrió con papel aluminio y de se dejó 30 minutos en la oscuridad. 

La actividad antioxidante se corroboró por que la solución de DPPH es de color morado que se 

torna de color amarillo al reaccionar con algún compuesto con esta actividad. 

 

7.4. Fraccionamiento del extracto y fracción activa 

Con base en la actividad antibacteriana, el extracto 08-001t-40 fue seleccionado para 

fraccionarlo. Inicialmente se realizó una extracción líquido:líquido (ELL), para ello se tomaron 

30.81 g del extracto calcáreo y se disolvieron en 300 mL de agua destilada (H2O dest.). La 

solución acuosa se transfirió a un matraz erlenmeyer de 1 L y se le adicionó 120 mL de 

diclorometano (CH2Cl2) y con ayuda de una cuchara de acero inoxidable se mezclaron, el 

proceso de extracción se repitió 8 veces (Fig. 6). La fracción acuosa extraída con CH2Cl2 fue 

nuevamente extraída con 1-butanol (BuOH), y al igual que con el CH2Cl2 se utilizaron 

volúmenes constantes de 120 mL, en esta ocasión fueron necesarios 10 volúmenes de BuOH 

para lograr una extracción completa. Una vez obtenidas las tres fracciones (acuosa, CH2Cl2 y 

butanólica) fueron evaporadas a sequedad a presión reducida a una temperatura de 40° C en 

el rotavapor.  

De cada fracción se obtuvieron los siguientes pesos: FDCM = 3.6666 g, de FBUT  = 

3.1585 g y de la fase acuosa (FAC) aproximadamente 24.07 g. Las tres fracciones obtenidas del 

proceso de partición fueron sometidas a los ensyos de actividad biológica según lo descrito. 

La única fracción que presentó los tres tipos de actividad biológica fue FDCM, por ello, 

fue fraccionada utilizando una combinación de técnicas cromatográficas, tales como: TLC y 

cromatografía en columna (CC). 

El primer fraccionamiento de la FDCM fue a través de una CC, en la cual esta fracción se 

disolvió con CH2Cl2 en 113.8 g de sílica gel 60 Å (fase normal, tamaño de partícula 40-63 μm). 

La columna se eluyó con 250 mL de: CH2Cl2 100%, CH2Cl2: EtOH dest (98:2; 95:5; 9:1; 8:2; 

6:4; 5:5), EtOH dest. 100% y H2O dest. A partir de este fraccionamiento se obtuvieron 10 

fracciones, la cuales fueron llevadas a sequedad a presión reducida en el rotavapor y 

etiquetadas como: CC1FN-F1 (0.4659 g), CC1FN-F2 (1.9884 g), CC1FN-F3 (0.2761 g), CC1FN-F4 
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(0.2046 g), CC1FN-F5 (0.0241 g), CC1FN-F6 (0.0519 g), CC1FN-F7 (0.119 g), CC1FN-F8 (0.2090 

g), CC1FN-F9 (0.1973 g) y CC1FN-F10 (0.1303 g) (Fig. 6), 

Posteriormente, se tomaron 21 mg de cada fracción para realizar las pruebas de 

actividad biológica, todas las fracciones presentaron algún tipo de actividad; sin embargo, 

debido al bajo rendimiento de algunas fracciones se prosiguió con el fraccionamiento de 

CC1FN-F2 por ser la más abundante de todas las fracciones y presentar actividad 

antibacteriana y antioxidante. 

El fraccionamiento de CC1FN-F2 se realizó por medio de una columna Lobar RP–18 

(40-63 μm) MERCK. Se tomaron 316 mg de la fracción que se disolvieron en 2 mL de CH2Cl2 y 

se inyectaron en la columna con una bomba peristáltica Cole-Parmer Mod. 7553-20 (6-600 

revoluciones por minuto); a través de la columna se transfirieron 2 L de una solución 

metanólica de MeOH:H2O dest (9:1). En este fraccionamiento se obtuvieron tres fracciones, la 

cuales fueron llevadas a sequedad a presión reducida en el rotavapor y etiquetadas como: 

CC2FR-F1 (0.036 g), CC2FR-F2 (0.030 g) y CC2FR-F3 (0.0263 g). Después se tomaron 21 mg 

para realizar las pruebas de actividad biológica (Fig. 6). 

Otra de las fracciones de CC1FN que se fraccionó a través de la columna lobar fue 

CC1FN-F7, la cual se resuspendió en 1 mL de solución de CH2Cl2:MeOH:H2O (6:4:1) y se 

inyectaron en la columna con una bomba peristáltica. La columna se eluyó con 100 mL de: 

MeOH:H2O dest (7:3; 8:2; 9:1), MeOH 100% y EtOH dest. 100%. A partir de este 

fraccionamiento se obtuvieron 7 fracciones, la cuales fueron llevadas a sequedad a presión 

reducida en el rotavapor y etiquetadas como: CC3FR-F1 (0.0431 g), CC3FR-F2 (0.0059 g), 

CC3FR-F3 (0.0159 g), CC3FR-F4 (0.0076 g), CC3FR-F5 (0.0101 g), CC3FR-F6 (0.0248 g) y 

CC3FR-F7 (0.0117 g) (Fig. 6). 
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8. RESULTADOS 

A partir de D. mexicanum se obtuvieron dos extractos crudos por maceración con EtOH dest.: 

uno calcáreo (08-001t-40); que después de concentrado a sequedad, se obtuvo un sólido 

gomoso de color púrpura; y otro visceral (08-001v-40) de color oscuro y de apariencia gomosa, 

en la Tabla I y Figura 7 se muestran los resultados de las actividad biológica de éstos. 08-001t-

40 fue el extracto con el mayor rendimiento y peso (Tabla II). 

 

Tabla I - Actividad antibacteriana y hemolítica de los extractos crudos de D. mexicanum. 

Extractos 
Halo de inhibición   Halo de hemólisis 

Ec Sa Sp Vh Vp   1 día 6 días 

08-001t-40 0, 0 0, 0 0, 0 12, 14 -  0, 0 9, 8 

08-001v-40 0, 0 0, 0 0, 0 11, 10 -  0, 0 0, 0 

Eritromicina 0, 0 25, 15 15, 14 - 13, 13    

N. gibbosa             20, 21 27, 27 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Actividad antioxidante de los extractos crudos. 

Ec= E. coli ATCC BAA-196 
Sa= S. aureus ATCC BAA-42 
Sp= S. pyogenes ATCC BAA-946 
Vh= V. harveyi  ATCC 14126 
Vp= V. parahaemolyticus ATCC 17802 
- Cepa no provada
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Tabla II – Peso y rendimiento de los extractos, fracciones y subfracciones de D. mexicanum. 

Muestra Peso (g) Rendimiento (%) 

08-001v-40 48.8100 7.42 
08-001t-40 17.3200 1.33 

FDCM 3.6666 11.90 
FBUT 3.1585 10.25 
FAC 24.0700 77.85 

CC1FN-F1 0.4659 12.71 
CC1FN-F2 1.9884 54.23 
CC1FN-F3 0.2671 7.53 
CC1FN-F4 0.2046 5.58 
CC1FN-F5 0.0241 0.66 
CC1FN-F6 0.0519 1.42 
CC1FN-F7 0.1190 3.25 
CC1FN-F8 0.2090 5.70 
CC1FN-F9 0.1973 5.38 
CC1FN-F10 0.1303 3.55 
CC2FR-F1 0.0360 39.00 
CC2FR-F2 0.0300 32.50 
CC2FR-F3 0.0263 28.49 
CC3FR-F1 0.0431 36.22 
CC3FR-F2 0.0059 4.96 
CC3FR-F3 0.0159 13.36 
CC3FR-F4 0.0076 6.39 
CC3FR-F5 0.0101 8.40 
CC3FR-F6 0.0248 20.84 
CC3FR-F7 0.0117 9.83 

 

 

 Como se observa en la Tabla I, ambos extractos presentaron actividad antibacteriana 

contra V. harveyi, pero 08-001t-40 fue el único que presentó actividad hemolítica. Debido a ello, 

08-001t-40 fue elegido para ser estudiado en la búsqueda de compuestos con actividad 

biológica. Como primer paso de separación el extracto fue sometido a una extracción 

líquido:líquido (ELL) (Fig. 6). Sin embargo, previo al fraccionamiento del extracto se realizaron 

pruebas de actividad antimicrobiana con los puros disolventes para descartar la presencia de 

falsos positivos. En la Tabla III se muestran los resultados de la actividad antibacteriana de los 

disolventes. 
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Tabla III - Actividad antibacteriana de los solventes. 

Solventes 
Halo de inhibición 

Ec Sa Sp Vh Vp 

BuOH - - - 0, 0 0, 0 
CH2Cl2 - - - 0, 0 0, 0 
EtOAc - - - 13, 13 9, 9 
EtOH - - - 0, 0 0, 0 
Hex - - - NM NM 

MeOH - - - 0, 0 0, 0 
 

 

  

 

 

 

Debido a que el acetato de etilo y la mezcla de hexanos son activos por si mismos, 

estos disolventes fueron descartados de la ELL. En este procedimiento se obtuvieron tres 

fracciones: FDCM fue una fracción cerosa de color rojizo; FBUT  fue ceroso de color guinda; y de 

la FAC un sólido de color café. La fracción con el mayor rendimiento y peso fue FAC (Tabla II). 

En la Tabla IV y Figura 8 se muestran los resultados de la actividad biológica de estas 

fracciones. 

 

Tabla IV - Actividad antibacteriana y hemolítica de las fracciones obtenidas a partir de ELL. 

Fracciones 
Halo de inhibición   Halo de hemólisis 

Ec Sa Sp Vh Vp   1 día 6 días 

FDCM - - - 24, 23 9, 7  0, 0 8, 7 

FBUT - - - 0, 0 0, 0  0, 0 0, 0 

FAC - - - 0, 0 0, 0  0, 0 0, 0 

Eritromicina 0, 0 25, 15 15, 14 - 13, 13    

N. gibbosa             20, 21 27, 27 

 

 

 

 

Ec= E. coli ATCC BAA-196 
Sa= S. aureus ATCC BAA-42 
Sp= S. pyogenes ATCC BAA-946 
Vh= V. harveyi  ATCC 14126 
Vp= V. parahaemolyticus ATCC 17802 
NM= no medible 
- Cepa no probada 

ButOH = n-Butanol 
CH2Cl2= Diclorometano 
EtoAc= Acetato de Etilo 
EtOH= Etanol 
Hex= Mezcla de Hexanos 
MeOH = Metanol 

Ec= E. coli ATCC BAA-196 
Sa= S. aureus ATCC BAA-42 
Sp= S. pyogenes ATCC BAA-946 
Vh= V. harveyi  ATCC 14126 
Vp= V. parahaemolyticus ATCC 17802 
- Cepa no probada 



 25

 

Figura 8. Actividad antioxidante de las fracciones del extracto 08-001t-40 a través de ELL. 

 

Como se observa en la Tabla IV, FDCM fue la única fracción activa por lo que se 

prosiguió con el fraccionamiento a través de una columna cromatográfica. El resultado de este 

fraccionamiento fueron 10 fracciones que fueron nombradas: CC1FN-F1, CC1FN-F2, CC1FN-F3, 

CC1FN-F4, CC1FN-F5, CC1FN-F6, CC1FN-F7, CC1FN-F8, CC1FN-F9 y CC1FN-F10. En la Tabla V 

y Figura 9 se muestran los resultados de la actividad biológica de estas fracciones. 

 

Tabla V - Actividad antibacteriana y hemolítica de las fracciones obtenidas a partir de CC1FN. 

Fracciones 
Halo de inhibición   Halo de hemólisis 

Ec Sa Sp Vh Vp   1 día 6 días 

CC1FN-F1 0, 0 10, 9 18, 15 - 9, 9  10, 10 12, 11 
CC1FN-F2 0, 0 8, 8 16, 15 - 0, 0  0, 0 0, 0 
CC1FN-F3 0, 0 10, 8 17, 16 - 8, 8  0, 0 0, 0 
CC1FN-F4 0, 0 0, 0 21, 17 - 0, 0  0, 0 0, 0 
CC1FN-F5 0, 0 0, 0 13, 12 - 0, 0  0, 0 0, 0 
CC1FN-F6 0, 0 0, 0 0, 0 - 0, 0  0, 0 0, 0 
CC1FN-F7 0, 0 0, 0 12, 12 - 0, 0  10, 8 10, 9 
CC1FN-F8 0, 0 0, 0 15, 14 - 0, 0  10, 10 12, 11 
CC1FN-F9 0, 0 0, 0 0, 0 - 0, 0  9, 9 9, 9 
CC1FN-F10 0, 0 0, 0 0, 0 - 0, 0  0, 0 0, 0 
Eritromicina 0, 0 25, 15 15, 14 - 13, 13    

N. gibbosa             20, 21 27, 27 
 

Ec= E. coli ATCC BAA-196 
Sa= S. aureus ATCC BAA-42 
Sp= S. pyogenes ATCC BAA-946 
Vh= V. harveyi  ATCC 14126 
Vp= V. parahaemolyticus ATCC 17802 
- Cepa no provada 
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Figura 9. Actividad antioxidante de las fracciones de CC1FN. 
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Debido al bajo rendimiento de algunas fracciones se prosiguió a fraccionar a CC1FN-F2  

por ser la más abundante de todas las fracciones de CC1FN y presentar actividad 

antibacteriana y antioxidante (Tabla II y V, Fig. 6). El fraccionamiento se realizó a través de una 

columna cromatográfica Lobar con sílica de fase reversa C-18 con 0.316 g de CC1FN-F2. A 

partir de este proceso se obtuvieron tres  subfracciones que fueron nombradas: CC2FR-F1, 

CC2FR-F2 y CC2FR-F3. En la Tabla VI y Figura 10 se muestran los resultados de la actividad 

biológica de las subfracciones obtenidas a partir de CC2FR. 

 

Tabla VI - Actividad antibacteriana y hemolítica de las subfracciones obtenidas a partir de 

CC2FR. 

Subfracciones 
Halo de inhibición  Halo de hemólisis 

Ec Sa Sp Vh Vp  1 día 6 días 

CC2FR-F1 0, 0 11, 11 27, 27 0, 0 12, 12  0, 0 0, 0 

CC2FR-F2 0, 0 0, 0 13, 12 0, 0 0, 0  0, 0 0, 0 

CC2FR-F3 0, 0 10, 10 25, 22 0, 0 10, 10  0, 0 0, 0 

Eritromicina 0, 0 25, 15 15, 14 - 13, 13    

N. gibbosa             20, 21 27, 27 

 

  

 

 

 

Ec= E. coli ATCC BAA-196 
Sa= S. aureus ATCC BAA-42 
Sp= S. pyogenes ATCC BAA-946 
Vh= V. harveyi  ATCC 14126 
Vp= V. parahaemolyticus ATCC 17802 
- Cepas no probada 

Figura 10. Actividad antioxidante de las subfracciones obtenidas a través de CC2FR. 
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 Sin embargo, CC2FR-F2 resultó ser el mismo compuesto aislado de 05-001-31 del la 

subfracción UCF1 (Fig.  11). 

 

 

Figura 11. Cromatografías de CC2FR-F2 y UCF1. 

 

 

 Debido a esto se decidió seleccionar otra fracción de CC1FN, en base  a la  actividad 

biológica de la Tabla V se seleccionó CC1FN-F7, la cual se fraccionó a través de la columna 

cromatográfica Lobar con sílica de fase reversa, a partir de este fraccionamiento se obtuvieron 

siete fracciones: CC3FR-F1, CC3FR-F2, CC3FR-F3, CC3FR-F4, CC3FR-F5, CC3FR-F6 y CC3FR-

F7. Debido al bajo rendimiento de cada fracción solo se realizó la prueba de actividad 

antioxidante con 300 μg (Figura 12).  
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Figura 12. Actividad antioxidante de las subfracciones obtenidas a través de CC3FR. 

 

9. DISCUSIÓN 

Se han documentado un gran número de metabolitos secundarios extraídos de organismos 

marinos con actividad antibacteriana, pero con lo que respecta a los equinodermos solo hay 

dos: las quinonas, dicetonas insaturadas que se convierten en polifenoles y fácilmente se 

regeneran por oxidación (son de color rojo o púrpura con el ácido sulfúrico); y saponinas, 

glucósidos de carácter polar, las cuales disminuyen la tensión superficial al agitarse en 

soluciones acuosas y forman espumas (Domínguez, 1988).  

Con lo que respecta a los extractos crudos, el único con actividad antibacteriana fue 

08-001t-40 (Tabla I); Bryan y colaboradores (1996) mencionan que los extractos crudos de 

equinodermos presentan actividad antimicrobiana debido a la presencia de saponinas; la 

presente actividad contra V. parahaemolyticus posiblemente se deba a la presencia de 

saponinas. Sheean y colaboradores (2007) tampoco encuentraron actividad antimicrobiana en 

los extractos viscerales de Heliocidaris erythrogramma. Sin embargo, después de ELL, las 
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fracciones más polares como FBUT y FAC no presentaron actividad antibacteriana; sólo FDCM 

presentó actividad contra las cepas de Vibrio (Tabla IV). Esto posiblemente se deba a la 

presencia de quinonas ya que se descarta la presencia de saponinas porque esta fracción no 

formaba espuma al ser agitada y no presentó una afinidad polar. 

Después de fraccionar FDCM, nuevamente las fracciones más polares y que producían 

espuma CC1FN-F9 y CC1FN-F10 no presentaron actividad antibacteriana; no obstante las 

fracciones menos polares CC1FN-F1, CC1FN-F2 y CC1FN-F3 fueron las que mostraron actividad 

contra un mayor número de cepas (S. aureus, S. pyogenes y V. parahaemoliticus); otras 

fracciones que tuvieron actividad contra S. pyogenes fueron CC1FN-F4, CC1FN-F5, CC1FN-F7 y 

CC1FN-F8 (Tabla V). Por el momento, se desconoce cuáles sean los tipos de metabolitos 

responsables de la actividad antimicrobiana presentes en las fracciones obtenidas a partir de 

de CC1FN. No obstante, los compuestos con actividad contra las cepas de Vibrio se encuentran 

en las fracciones menos polares, mientras que las fracciones medianamente polares presentan 

actividad contra S. pyogenes.  

Al fraccionar CC1FN-F2 por medio de CC2FR se encontró que la mancha roja presente 

en CC2FR-F2 era un esterol, el cual muy probablemente sea colesterol (Fig. 11). La actividad 

contra S. pyogenes se deba a los otros compuestos presentes en esta subfracción (Fig. 10; 

Tabla VI); sin embargo, CC2FR-F1 y CC2FR-F3 presentan una actividad antimicrobiana similar a 

la fracción original CC1FN-F2 (Tabla V y VI). 

Las bacterias han desarrollo mecanismos de resistencia contra antibióticos comerciales 

como: a) la inactivación por β-lactamasas, las cuales destruyen el anillo β-lactámico de 

penicilinas y cefalosporinas; b) bombas de eflujo que expulsan el antibiótico del interior de la 

célula evitando que éste alcance la dosis letal para el agente patógeno; y c) la adquisición de 

genes que ocasionan mutaciones que pueden evitar el acceso del agente antimicrobiano hacia 

la célula. Estos mecanismos son el resultado de un uso inadecuado de antibióticos 

comerciales, lo que ha derivado en la selección de cepas resistentes que en la mayoría de los 

casos no existe un tratamiento efectivo para erradicarlas; es por ello que es necesario buscar 

nuevos productos naturales y/o sintetizados para combatir estas cepas multirresistentes 

(Tenover, 2006; Smith y Romesberg, 2007; Džidić et al., 2008). 
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Estudios realizados con E. coli, han documentado la presencia de dos de los 

mecanismos antes mencionados, los cuales son las bombas de reflujo y β-lactamasas 

(Livermore, 1994; Mahamoud et al., 2007). Hostettmann y Marston (1995) mencionan que las 

saponinas provenientes de los equinodermos son de tipo esteroidales y triterpenoidales, las 

cuales presentan actividad antimicrobiana contra las cepas gram-positivas como S. aureus  y 

S. pyogenes; lo que se confirma en 08-001t-40, CC1FN-F9 y CC1FN-F10, las cuales presentaron 

dicha actividad (Tabla I y V). No obstante, se menciona que las saponinas no son activas 

contra las gram-negativas como E. coli (Hostettmann y Marston, 1995; Sheean et al., 2007); sin 

embargo, V. harveyi y V. parahaemolyticus son gram-negativas y la mayoría de los extractos, 

fracciones y subfracciones obtenidas de D. mexicanum son activas contra estas cepas (Tabla I, 

IV y V).  

La actividad contra el género Vibrio posiblemente se deba a que son bacterias marinas y al 

parecer D. mexicanum ha desarrollado mecanismos de defensa química contra bacterias 

marinas. Con lo que respecta a las naftoquinonas, O’Brien (1991) menciona que son 

compuestos citotóxicos que actúan como alcanizadores de las enzimas presentes en las 

membranas celulares, lo que ocasiona la formación de un producto nocivo (peróxido de 

hidrógeno). Este posiblemente sea un mecanismo por el cual FDCM, CC1FN-F1, CC1FN-F2, 

CC1FN-F3, CC1FN-F4, CC1FN-F5, CC1FN-F7 y CC1FN-F8 presentaron actividad contra V. Harvey 

y V. parahaemolyticus (Tabla IV y V).  

Si bien es conocido que los equidermos presentan saponinas, era de esperarse que los 

extractos y fracciones de 08-001 presentaran hemólisis, ya que este tipo de compuestos 

rompen la membrana del eritrocito (Hostettmann y Marston, 1995). Sin embargo, las quinonas 

proveniente de organismos marinos son compuestos citotóxicos que también presentan 

actividad hemolítica (Prokof’eva et al. 2004). La actividad hemolítica presente en 08-001t-40 y 

CC1FN-F9 posiblemente se deba a la presencia de saponinas, debido al carácter polar de la 

muestras y a la formación de espuma al momento de agitarse (Tabla I y V). Sin embargo, la 

ausencia de hemólisis en FBUT y FAC es algo que no se esperaba, ya que estas fracciones 

presentaban las características antes mencionadas (Tabla IV).  

Las subfracciones CC1FN-F1, CC1FN-F7 y CC1FN-F8 muy probablemente presenten alguna 

naftoquinona, ya que estas no formaron espuma al agitarse (Tabla V). Malpezzi y 
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colaboradores (1995) determinaron la actividad hemolítica en los extractos obtenidos en E. 

lucunter y L. variegatus. Además del efecto citotóxico antes mencionado de las naftoquinonas 

(O’Brian, 1991; Prokof’eva et al., 2004), Canicatti (1991) menciona que un mecanismo de 

hemólisis producido por las naftoquinonas obtenidas de Paracentrotus  lividus  se debe a que 

estas se unen con la membrana del eritrocito interfiriendo con las proteínas calcio-

dependientes. En lo que respecta al sensidisco con el extracto de N. gibbosa, se ha 

comprobado la presencia de una saponina de tipo triterpenoidal (Encarnación et al., 1989; 

Encarnación-Dimayuga et al., 2006). 

Estudios realizados con equinocromo A, han encontrado actividad antioxidante contra 

radicales libres (Lebedev et al., 2005). Si bien el método del DPPH es un técnica colorimétrica, 

en la cual el color morado del DPPH se torna amarillo en presencia de compuestos con 

actividad antoxiodante (Prakash et al., SA), podría de dirigir el fraccionamiento de las muestras 

que presentarán esta actividad. Sin embargo, no sólo las quinonas presentan actividad 

antioxidante, al parecer aquellas fracciones con posible presencia de saponinas como 08-001t-

40, FBUT, FAC, CC1FN-F9 y CC1FN-F10 también son compuestos antioxidantes (Fig. 7, 8 y 9).  

Al fraccionar CC1FN-F7, todas las subfracciones presentan actividad antioxidante con una 

concentración menor con resto de las TLC empleadas (Fig. 12). El estudio realizado por 

Kuwahara y colaborares (2009) determinaron que los pigmentos extraídos de las testas poseen 

actividad antioxidante contra radicales libres determinada por el uso de DPPH, es por ello que 

08-001t-40 y sus respectivas fracciones y subfracciones corroboran esta actividad (Fig. 7, 8, 9 y 

12). 

Las naftoquinonas provenientes de los equinodermos poseen varios grupos OH, y aquellos 

presentes en la posición C-2 y C-3 actúan como receptores para los radicales libres (Lebedev 

et al., 2005; Kuwahara et al., 2009). Berdyshev y colaboradores (2007) determinaron que los 

fenoles son antioxidantes muy efectivos y en el caso de las naftoquinonas debido a la 

presencia de dos anillos bencénicos fusionados entre sí se produce una rotación isomérica 

entre los grupos α-OH, β-OH y C=O, los cuales son responsables de interactuar con los 

radicales libres presentes en el medio (Fig. 13). 
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Figura 13. Isómeros del equinocromo A, formados por la rotación de los grupos –OH y C=O por 

la resonancia de los anillos bencénicos (Berdyshev et al., 2007). 

 

10. CONCLUSIONES 

La evidencia experimental obtenida en este estudio sugiere que el erizo de mar D. 

mexicanum es fuente de compuestos orgánicos con potencial de aplicación en el área 

biomédico. Esta conclusión es apoya en las siguientes consideraciones: 

 08-001t-40 y CC1FN-F9 posiblemente presentan saponinas, debido a las 

características físicas y actividad hemolítica que presentaron. 

 CC1FN-F4 y CC1FN-F5 podrían ser una fuente alternativa de compuestos con 

actividad antimicrobiana contra S. pyogenes. 

 D. mexicanum  posee compuestos con actividad antioxidante contra radicales 

libres. 

 Las fracciones de baja polaridad como CC1FN-F1, CC1FN-F3 y CC1FN-F3 

presentaron la mayor actividad antibacteriana. 

 Ninguno de los extractos y fracciones obtenidos de D. mexicanum presentó 

actividad antibacteriana contra E. coli. 

 El extracto calcáreo obtenidos a partir de éste organismo presentó actividad 

hemolítica. 
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11. SUGERENCIAS 

Si bien las cepas bacterias son más resistentes a los antibióticos convencionales (Smith y 

Romesberg, 2007), los productos naturales provenientes de D. mexicanum parecen ser una 

fuente alternativa de antibióticos contra cepas bacterianas resistentes y antioxidantes. No 

obstante, es necesario aislar y purificar estos compuestos; después ver si es posible la síntesis 

de los mismos. Posteriormente determinar la dosis letal de estos compuestos, ya que se 

menciona que tanto las saponinas como las naftoquinonas son compuestos citotóxicos 

(O’Brien, 1991; Hostettmann y Marston, 1995).   

Actualmente, en México se están desarrollando fármacos y biológicos contra 

enfermedades crónico-degenerativas como el cáncer y la diabetes (Memorias del Congreso de 

Innovación en Salud y Química Medica, 2009). Los productos naturales de origen marino como 

los presentes en D. mexicanum pudieran ser una alternativa para combatir estas y otras 

enfermedades, así como una fuente alternativa de productos naturales con actividad 

antibacteriana y antioxidante. 

Para comprobar si las fracciones y subfracciones obtenidas a partir de D. mexicanum 

son naftoquinonas, es necesario realizar ensayos espectrofotométricos de ultravioleta (UV). 

Estos compuestos dan una señal de 12000-2000 a una  de 240-290 nm o una señal de 500-

5000 a una  de 400-500nm. O bien un espectro de IR en donde buscaría absorciones intensas 

desde 1695 a 1650; o de 1640 a 1595 cm-1 por el grupo carbonilo insaturado (Domínguez, 

1988).  
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13. ANEXOS 

 

Figura 14. Actividad Hemolítica de las fracciones de CC1FN en las placas de Agar sangre. 

 

 

Figura 15. Actividad Antibacteriana contra E. coli ATCC BAA-196 de las fracciones de CC1FN-F1-6. 
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Figura 16. Actividad Antibacteriana contra E. coli ATCC BAA-196 de las fracciones de CC1FN-F7-10. 

 

 

 

Figura 17. Actividad Antibacteriana contra S. aureus ATCC BA-42 de las fracciones de CC1FN-F1-6. 
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Figura 18. Actividad Antibacteriana contra S. aureus ATCC BA-42 de las fracciones de CC1FN-F7-10. 

 

 

 

 

 

Figura 19. Actividad Antibacteriana contra S. pyogenes ATCC BA-496 de las fracciones de CC1FN-F1-6. 
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Figura 20. Actividad Antibacteriana contra S. pyogenes ATCC BA-496 de las fracciones de CC1FN-F7-10. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Actividad Antibacteriana contra V. parahaemolyticus ATCC 17802 de las fracciones de CC1FN-
F1-6. 
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Figura 22. Actividad Antibacteriana contra V. parahaemolyticus ATCC 17802 de las fracciones de CC1FN-
F7-10. 
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14. GLOSARIO 

Actinal: superficie ventral. 

Actividad aglutinante: actividad biológica que consiste en la agregación o combinación de partículas 

que se unen a una proteína específica. Este término está restringido a las reacciones 

antígeno-anticuerpo a través de una aglomeración de células visibles, como bacterias o 

eritrocitos (Sax y Lewis, 1987). 

Antifúngica: contra hongos. 

Asteroideos: referente a las estrellas de Mar. 

Celomanocitos: células que se encuentran en los fluidos hemales y de todos los compartimientos 

celómicos las cuales cumplen diferentes funciones como la fagocitosis (Boolootian, 1966).  

Diadematidae: taxón empleado para los erizos de mar que poseen una testa en globosa esférica y 

que presentan espinas armadas con espinoletes. 

Diademátido: ver Diadematidae. 

Equinodermata: filo donde se clasifican los equinodermos. 

Elasmobranquios: referente a los organismos marinos cartiliaginosos (tiburones y rayas). 

Espinoletes: series longitudinales de pequeños dientecillos o espinas (Caso, 1979). 

Gangliósido: glicolípidos con cabezas polares muy grandes formadas por unidades de 

oligosacáridos con carga negativa, y que poseen una o más unidades de ácido N-

acetilneuramínico o ácido siálico que tiene una carga negativa a pH 7. 

Gram negativa: célula procariota cuya pared celular contiene un poco de péptidoglucano pero su 

membrana externa está compuesta por lipopolisacáridos, lipoproteínas y otras moléculas 

complejas. 

Gram positiva: célula procariota cuya pared celular está constituida principalmente por 

peptidoglucano y carece de membrana externa. 

Hemolítica: actividad biológica que consiste en la ruptura de la membrana del eritrocito. 

Heparina: ácido orgánico complejo (mucoplolisacárido) presente en los tejidos de mamíferos; es un 

inhibidor de la coagulación de la sangre; es un polisacárido dextrorotatorio constituido por una 

unidad de hexoamina y ácido hexurórico conteniendo grupos ésteres de ácido sulfúrico; su 

fórmula química es C12H16NS2Na3; puede ocasionar hemorragias internas (Sax y Lewis, 

1987). 
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Holoturia: referente a un pepino de mar. 

Holoturoideos: referente a los pepinos de mar. 

Interamubacrales: parte del cuerpo colocada entre los radios (Caso, 1979). 

Juglonas: (5-hydroxy-1,4-naphtoquinone) es un compuesto que deriva del nogal o la nuez. Se ha 

encontrado que es un herbicida natural con propiedades alelopáticas. 

Microsomas: vesículas pequeñas limitadas por una membrana que presenta en la superficie externa 

abundantes ribosomas y que provienen del retículo endoplásmico rugoso (Leeson y Leeson, 

1985). 

Naftoquinona: son derivados del naftaleno que presentan dos grupos cetona (C=O) en posición para 

u orto; además son solubles en etanol, éter, benceno, cloroformo y ácido acético. 

Naftazarinas: derivados de las naftoquinonas que contiene grupos hidroxilos (-OH). 

Ofiuroideos: referente a los miembros de la clase Ophiuroidea. 

Pedicelarios: son pequeños apéndices que comprenden cuando están completos de un pedúnculo 

móvil terminado por una cabeza constituida por valvas.  

Saponinas: término aplicado a dos grupos de glucósidos de las plantas que al ser agitadas en 

soluciones polares forman burbujas; tienen actividad hemolítica. Los dos grandes grupos son 

esteroides y triterpenos, los primeros son empleado en para la síntesis de hormonas 

sexuales. 

 


