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INTRODUCCION

El mar constituye el habitat mas extenso de la Tierra; asi mismo, constituyo6 el caldo
de cultivo donde surgi6 la vida, facilitando también el que ésta se extendiera por
todo el Planeta. Los océanos, cubren el 70% de la superficie de la Tierra, con una
profundidad media de unos 3,700 metros y un volumen de unos 1,350 millones de
km3. En este medio, habitan y se desplazan organismos microscépicos y
organismos que pesan varias toneladas. Ademas, las condiciones fisicas y quimicas
del ambiente marino, como son un amplio intervalo térmico (0-350°C) y de presion
(1-1,000 atm), asi como una inmensa variedad de nutrientes y extensas zonas
foticas y no foticas, han contribuido a que casi todas las clases de organismos que
habitan en este medio, produzcan una variedad de compuestos quimicos con
caracteristicas estructurales y quimicas no encontradas en los productos naturales
terrestres.!

En la actualidad los océanos representan para la humanidad la fuente de recursos
naturales mas grande y con la mayor biodiversidad en el planeta. En ellos habitan
millones de especies que constituyen una fuente aparentemente inagotable de
compuestos quimicos con estructuras novedosas sin contraparte terrestre, muchos
de ellos también con actividades biolégicas importantes.2 Los compuestos quimicos
de origen marino han alcanzado en los ultimos afios un extraordinario desarrollo,
contribuyendo, en gran medida, a muchos de los avances en la quimica organica
moderna y en el campo de la determinacion estructural de los productos naturales,
debido a la aplicacién rutinaria de las técnicas de cristalografia de rayos X y
espectroscopia de RMN, que permiten la completa elucidacién estructural con muy
pequeiias cantidades de producto.

Los organismos marinos, principalmente los benténicos, han desarrollado
adaptaciones metabolicas que les permiten sintetizar compuestos (metabolitos
secundarios en su mayoria) que les proporcionan ventajas competitivas (en
alimentacién y defensa) en el ambiente marino.3

Los holoturidos o “pepinos de mar” (Phylum Echinodermata: Clase Holothuroidea)
de las familias Stichopodidae y Holothuriidae principalmente, son utilizados en la

alimentacién y medicina tradicional de paises asiaticos.*
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Actualmente productos derivados de extractos de holoturidos se encuentran
comercialmente disponibles en el mercado, como el ArthiSea y el SeaCuMax,
utilizados contra la artritis y que son considerados dentro del rubro de
suplementos alimenticios tanto para animales como para humanos.> En este
contexto, actualmente los holoturoideos son considerados como fuentes
importantes de metabolitos secundarios para la busqueda y desarrollo de
productos naturales de importancia terapéutica a nivel comercial. Sin embargo, en
nuestro pais son muy pocos los estudios realizados de estas especies marinas
desde el punto de vista quimico, por lo que los mares mexicanos constituyen una
fuente potencial de nuevos compuestos bioactivos muy poco explorada y explotada.
México alberga una significativa diversidad de equinodermos. Hasta el momento, se
han reportado casi 600 especies que habitan nuestro mar territorial, esto es,
alrededor de 10% de las especies de equinodermos existentes en el planeta.®

En Yucatan se han reportado, hasta la fecha 102 especies de equinodermos, lo que
constituye el 16.4% de la fauna de equinodermos de los mares mexicanos y el 1.4%
del total de los equinodermos del planeta. La composiciéon de la fauna de
equinodermos del Estado de Yucatan se asemeja a las de Quintana Roo y Campeche,
con los que comparte muchas especies.”

En cuanto a las especies de holotdridos de las costas de Yucatan comercializables,
estas son principalmente tres: Isostichopus badionotus, Astichopus multifidus y
Holothuria floridana.>2

En este trabajo se llevd a cabo el aislamiento, la purificacion y la elucidacion
estructural de compuestos presentes en el “pepino de mar” Holothuria floridana

recolectado en las costas del Estado de Yucatan.
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ANTECEDENTES

Generalidades del Phylum Echinodermata.

La palabra "equinodermo” proviene de dos vocablos griegos, "echinos” (espina) y
"derma" (piel), debido a las estructuras calcareas espinosas presentes en la piel de
estos organismos. Los equinodermos son animales exclusivamente marinos y
benténicos, que se caracterizan por poseer simetria pentarradial, a veces
enmascarada en una simetria bilateral; un esqueleto de carbonato de calcio
compuesto por placas intradérmicas independientes y articuladas o espiculas
calcareas y un sistema vascular acuifero dnico que regula la alimentacidn,

locomocioén y otras funciones.8-10

Se ha documentado que los Equinodermos aparecen por primera vez en el periodo
Cambrico.!! En la actualidad estan constituidos por cerca de 7,000 especies.11 El
Phylum es diverso e incluye 5 Clases: Ophiuroidea (estrellas quebradizas),
Asteroidea (estrellas de mar), Echinoidea (erizos de mar), Crinoidea (lirios de mar)

y Holoturioidea (“pepinos de mar”).

Clase Holothuroidea.

Los holotiiridos estan constituidos por organismos bentdnicos vermiformes
llamados “pepinos de mar” o “cohombros” (Espafia) que incluyen cerca de 1,150
especies, ampliamente distribuidos en todos los océanos, desde las costas hasta las
mayores profundidades.’? Conforman mas del 90% de la fauna abisal y son
parcialmente abundantes en las regiones de arrecifes de coral. El grupo es
exclusivamente marino y estd compuesto predominantemente por formas
bentoénicas aunque unas pocas especies se han adaptado a la vida pelagica.l# 15

La ingestion, procesamiento y expulsion del sedimento tiene importante efecto
sobre la ecologia de los sedimentos marinos, porque destruye la estratificacion de
estos y modifica su estabilidad fisico-quimica, ademas de ejercer una influencia
fundamental en la estructuraciéon de la micro-comunidad benténica, entre otras

razones, el inhibir el crecimiento de larvas que se fijan en ese substrato.1¢
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Morfologia de la Clase Holothuroidea.

Los “pepinos de mar” difieren notablemente de otros equinodermos, por lo general
por la carencia de un esqueleto externo aparente pero con fragmentos calcareos
(osciculos o espiculas) dispersos en el tegumento; esta estructura constituye del
3% al 70% del peso seco de la pared corporal dependiendo de la especie.1213

Son organismos de cuerpo alargado, con un extremo algo mas grueso que el otro.
La abertura del extremo mas grueso constituye la boca, que se encuentra rodeada
de numerosos tentaculos que pueden ser simples, digitados (con proyecciones
parecidas a dedos), pinnados (en forma de pluma) o peltados (aplanados y en
forma de placa). Poseen un anillo calcareo que rodea la faringe, donde se
encuentran insertados los musculos que mueven los tentaculos orales y los que
contraen el cuerpo. En la mayoria de las especies, el esqueleto caracteristico de los
equinodermos esta reducido a osciculos microscopicos. El cuerpo es pentagonal, y a
lo largo de cada lado se extiende una doble fila de pies ambulacrales que actdan
como organos locomotores.17-19

Numerosas especies, excepto los miembros de los Ordenes: Elasipodida y Apodida,
poseen arboles respiratorios usados en el intercambio de gases, los cuales estan
constituidos por pares de tubos muy ramificados unidos al intestino cerca del ano;
este tipo de respiracion (respiracion cloacal) se da también en los equiuroideos, un
grupo de gusanos celomados no relacionados con los equinodermos.20

Biologia y ecologia de la Clase Holothuroidea.

Los holotiridos se alimentan de particulas en suspensién o sedimentarias;
revuelven las capas superiores de sedimento en los arrecifes y otros ecosistemas
donde habitan, facilitando la penetraciéon de oxigeno. Los holotdridos también
pueden ingerir micro invertebrados de la fauna intersticial, los cuales son una
fuente importante de alimento disponible. Los desechos producidos por los
pepinos de mar se convierten en sedimentos enriquecidos con alta concentracion
de nutrientes disponibles para otros organismos de la cadena tréfica. Los pepinos
de mar adultos tienen pocos predadores entre ellos algunas estrellas de mar y
determinados peces y crustaceos. Las larvas y los ejemplares jovenes son
depredados por algunas especies de peces como los de las familias Balistidae y

Labridae.2% 22
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Orden Aspidochirotida.

Los individuos pertenecientes al orden Aspidochirotida se caracterizan por tener
numerosos tentdculos (entre 15 y 30) tipo peltado. Carecen de musculos
retractores y sus bandas longitudinales generalmente estan divididas por un tejido
conjuntivo que las fija a lo largo de las zonas ambulacrales. El cuerpo presenta gran
cantidad de pies tubulares, que cumplen funciones de locomocién o son
simplemente papilas sensoriales. Tienen dos 6rganos o arboles respiratorios bien
desarrollados.23 El Orden cuenta con muchas de las especies mas grandes de
holoturoideos en el mundo y algunas de las formas mas conspicuas presentes en
aguas someras. Las tres familias (Holotothuriidae, Stichopodidae y Synallactidae) y
las mas de 300 especies correspondientes a estas familias, se distinguen con base
en la estructura gonadal (1 o 2 penachos) y la presencia o ausencia de ampulas
tentaculares. Los aspidoquir6tidos tienen una pared corporal gruesa, lo que

posiblemente hace que tenga pocos depredadores.z4

Familia Holothuriidae.

Los individuos de esta familia son generalmente grandes y llegan a medir 30 cm de
longitud; la pared del cuerpo es gruesa y la superficie dorsal rugosa; poseen en la
superficie ventral un gran numero de pies ambulacrales a diferencia de la
superficie dorsal; muchas especies tienen la capacidad de expulsar los tibulos de
Cuvier, para repeler a sus agresores y/o para distraer a sus depredadores. La
gonada se encuentra en un solo penacho, el cual esta adherido al mesenterio dorsal
derecho; las dmpulas tentaculares son largas ademas de delgadas y las espiculas de
la pared del cuerpo, por lo general, tienen forma de “tablas” o “botones”, aunque

veces se presentan so6lo formas de “barra”, “barrotes” o “rosetas”.24

Género Holothuria.

Los pepinos de mar juegan un papel importante dentro del ecosistema marino ya
que en su mayoria se alimentan de depositos del fondo marino, como arena, lodo,
sedimento y detritos asi como materia en suspension.l® Asi, incorporan materia
organica a su sistema y desechan materia rica en aminoacidos y otros compuestos

aprovechables por organismos detritivoros.2> Ademas, al alimentarse permiten la
5
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remocion del sedimento, proveyendo oxigeno al sustrato evitando Ia
estratificacion.26 Estos organismos han desarrollado mecanismos contra la
depredaciéon como la evisceracion, la expulsion de tubulos de Cuvier o algin otro
organo interno, asi como la produccién de sustancias toxicas llamadas
“holoturinas”, que se encuentran presentes en la mayoria de especies. Asi, la
presencia de mecanismos de defensa contra depredadores, convierten a los
pepinos de mar en organismos clave en el ciclo de la materia organica.16 27

La alta demanda comercial de “pepino de mar” radica principalmente en el
aprovechamiento de su musculo como fuente de proteina. Su consumo esta muy
vinculado a la medicina tradicional; ademas, de ser considerado “manjar exquisito”
y afrodisiaco,?8 siendo los principales mercados el asiatico, en el que destacan Hong
Kong y Singapur. El orden Aspidochirotida, con alrededor de 350 especies, es el
mas explotado para este fin, siendo la familia Holothuriidae (con 200 especies) una
de las tres familias que mas se aprovecha.?? El género Holothuria esta incluido
dentro de los organismos comercializados a nivel mundial y es uno de los géneros
de holoturoideos que presenta grandes problemas taxonémicos, lo que dificulta su

correcta identificacion en el campo.30

Quimica de los holotiridos.

Los organismos del género Holothuria, se han utilizado como remedio tradicional
en paises asiaticos ya que se les atribuyen propiedades curativas para varios
padecimientos y en algunos casos hasta propiedades afrodisiacas.3! Una de las
caracteristicas mas importantes de estos organismos es la habilidad sorprendente
para regenerar tejidos y 6rganos, por esta razon se han estudiado exhaustivamente
los mecanismos relacionados con el proceso de cicatrizaciéon y regeneracion
biolégica de este organismo.13

Entre los metabolitos secundarios producidos por estos organismos, predominan
los glicésidos triterpénicos, responsables de su toxicidad en general. Se encuentra
documentado que estos glicdsidos tiene un extenso espectro de efectos bioldgicos,
incluyendo las actividades citotdxicas, antifingica y hemolitica. Se han descrito mas
de 100 glicdsidos, y la mayoria son generalmente triterpenos del tipo del lanosterol

(ver figura de abajo) conteniendo una lactona de cinco miembros entre las
6
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posiciones 18(20) del nucleo del lanostano y una cadena de azucares unidos al

carbon 3 del nucleo triterpenoide.32

21

IS [

LANOSTEROL

Dentro de los pepinos de mar las primeras saponinas aisladas fueron las
holothurinas A y B aisladas de Holothuria leucospila y Holothuria. lubrica;33 3%
posteriormente estos compuestos y sus derivados se encontraron en varias
especies del género Holothuria. Asi mismo, estas saponinas se han encontrado

como componentes mayoritarios en las especies de holoturoideos estudiados.3”

La holothurina A ha sido encontrada en diferentes especies del género Holothuria,
tales como H. fuscocinerea, H. leucospilota, H. lubrica, H. scabra, H. squamifera y en
Holothuria sp. (especie colectada en el mar Mediterraneo).35 Este compuesto se
caracteriza por ser un oligoglicosido (tetrosido) triterpénico tipo lanostano, que
contiene D-glucosa, 3-0-D-glucosa, D-quinovosa y D-xilosa con un grupo sulfato en

la posicion C4.33.35

Ademas, varios estudios han reportado derivados de la holothurina A, como las
holothurinas Ai, A2, A3 y A4(Tabla 1), aislados de varias especies de pepinos de
mar encontrandose variaciones en cadena lateral de 8 atomos de carbono (Figura
1).35.37

Por otro lado, la saponina conocida como holothurina B, se ha encontrado en
especies como Holothuria atra, H. axiloga, H. leucospilota, H. lubrica, H. scabra y H.
tubulosa; se caracteriza por presentar la misma aglicona que la holothurina A, y
una cadena glicosidica de dos azucares, D-quinovosa y D-xilosa sulfatada. Ademas,
se han encontrado derivados de esta saponina (Tabla 1), aislados de

holothuroideos como Holothuria atra, H. polii, H. leucospilota y H. floridana; estos
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compuestos han sido nombrados como holothurinas Bi, B2, B3 y B4, que difieren

también en la cadena lateral del nucleo triterpénico (Figura 2).36-37

Tabla 1. Glicésidos triterpénicos derivados de la holothurina A y B aislados de

diferentes especies de pepino de mar.

Compuesto Especie Referencia
Holothurina A Holothuria leucospilota Stonik (1986)37
Holothuria squamifera

Holothurina A, Holothuria floridana Oleinikova, G. K et al.38
Holothuria grisea
Holothuria scabra Tahn et al. (2006)3°

Holothurina A, Holothuria edulis Kalinin y Stonik

(1982)40
Holothuria floridana Stonik (1986) 37

Holothuria scabra Tahn et al. (2006)3°

Holothurina A, Holothuria scabra Dang et al. (2007)41

Holothurina A, Holothuria scabra

Holothurina B Holothuria leucospilota Stonik (1986)37
Holothuria edulis

Holothurina B, Holothuria floridana Stonik (1986)37

Holothuria atra

Holothurina B,

Holothuria leucospilota

Holothuria atra

Silchenko et al.
(2005)3>

Holothurina B,

Holothuria leucospilota

Stonik (1986)37

Holothurina B,

Holothuria polii

Silchenko et al.
(2005)35
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Las investigaciones sobre los glicésidos triterpénicos de pepinos de mar tienen una
larga historia. El interés en estos productos naturales se debe a la rareza de este
tipo de compuestos en el reino animal. Nigrelli en 195242 reporto el aislamiento de
una fraccion toxica de los extractos obtenidos de los tibulos de Cuvier del “pepino
de mar” Actinopyga agassizi. Yamanouchi en 195543 investigé los componentes con
propiedades ictiotéxicas de los extractos acuosos del “pepino de mar” Holothuria
leucospilota 'y aisl6 compuestos fisiolégicamente activos. Ambos autores
determinaron de forma independiente la naturaleza de estos productos naturales
activos como saponinas, las cuales se nombraron en general como “holothurina”.
Los primeros estudios sobre los glicdsidos triterpénicos aislados de “pepinos de
mar revelaron que la presencia de una funciéon 12a-OH parecia ser esencial para la
manifestacion de la actividad antifingica.43 44

Se conocen pocos estudios de la composicion quimica de la especie Holothuria
floridana. Su gran demanda y alto precio en el mercado asiatico,38 45 aunado a la
falta de reglamentacion originaron la sobre explotacion del recurso en las costas

del Estado de Yucatan.

Por otra parte es importante conocer los metabolitos secundarios que pudieran ser
de interés (bioactivo) de la especie Holothuria floridana, asi como contribuir al

conocimiento para un adecuado manejo y aprovechamiento del recurso.

Holothuria floridana.

La Holothuria floridana pertenece a la familia Holothuriidae. Se distribuye en el Mar
Caribe, Golfo de México y las costas de Florida. Habita en aguas someras de
profundidades de hasta 5 metros con fondos lodosos, arenosos, duros, de
conchuela y con vegetacion variable.4?

Los miembros de esta especie presentan morfologia alargada y cilindrica que se
estrecha ligeramente en los extremos. La coloraciéon es muy variable, los hay
amarillos, anaranjados, rojos, negros, cafés, y mas raramente color crema moteados
con negro. El color en general no es homogéneo, siendo mas claro en el trivio (parte
ventral).

Presentan pies ambulacrales que les permiten fijarse al suelo. Estos se observan
10
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mejor en los juveniles que en los organismos adultos ya que en estos ultimos se
presentan aleatoriamente, aunque esto es una caracteristica propia del género.6
Los pies ambulacrales que se encuentran en el trivio son tubulares, de trasltcidos a
amarillentos y terminan en una ventosa en forma de anillo de color negro que es
concava por el medio (para mayor adhesion); estos se pueden retraer casi por
completo teniendo apariencia de granos oscuros. En la parte dorsal (bivio), se
observan las papilas, que son pies ambulacrales modificados con funciones
sensoriales; estas papilas pueden distenderse o contraerse al igual que los
tentaculos. Las papilas tienen la misma coloracion de la dermis en la base, aunque
se obscurecen en la zona media tornandose amarillo translicido. Esta caracteristica
puede variar segun la coloracion del ejemplar; las papilas, a diferencia de los pies
ambulacrales, son convexas.

Por otro lado, en la zona lateral de algunos especimenes de Holothuria floridana
(sobre todo en juveniles), aparecen de 8 a 10 tetinas o pezones en sentido
longitudinal que, a diferencia de las papilas son mas transldcidas y hasta ahora no
se ha estudiado si tienen alguna funcién especial. La dermis de H. floridana es
delgada (1 mm aprox.) y la epidermis es mas gruesa (4-5 mm); la pared del cuerpo
es rugosa y suave al tacto, y esta condicion se ve muy modificada conforme se
estresa el animal y puede obtener una consistencia gelatinosa o muy rigida.

La alimentacion de estos organismos se lleva a cabo principalmente en la tarde y
antes de la media noche. Con los tentaculos atrapan sedimento que pasan a través
del tubo digestivo; aparentemente no son selectivos en la captura de alimento.
Mucha de la materia organica asimilada es de origen detritico y todo parece indicar
que estos organismos aprovechan polimeros extracelulares de las bacterias como
una fuente de nutrientes.4”

En México, al igual que en muchos otros paises, el interés por el aprovechamiento
de las poblaciones naturales de pepino de mar ha ido en aumento por la gran
demanda de los consumidores de los mercados asiaticos, entre ellos,
principalmente Hong Kong, Singapur y China,*° lo que ha provocado que el 69% de
las poblaciones naturales a nivel mundial se encuentren sobreexplotadas.8 Existen
mas de 60 especies de interés comercial en todo el mundo y en México las mas

explotadas son: Isostichopus badionotus y Holothuria floridana. En el Golfo de
11
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México en la plataforma continental frente a los Estados de Campeche y Yucatan se
han identificado mas de 14 especies de estos equinodermos, aunque seis son los
mas comunes: Isostichopus badionotus, Holothuria floridana, H. mexicana, H. grisea,

H. surinamensis y Astichopus multifidus.*°

Las costas del Estado Yucatan albergan especies de pepino de mar que debido a su
tamafio y robustez (masa muscular), son aptas para su comercio en el mercado
internacional. En los ultimos seis afios, la captura ilegal de diversas especies de
“pepinos de mar” en el Golfo de México se ha incrementado significativamente.
Ante esta situacion, la SAGARPA ha implementado diversas acciones para
establecer los fundamentos de una pesqueria sustentable (INAPESCA, 2010a);
acciones que van desde la promociéon de buenas practicas de pesca y
procesamiento, capacitacién en técnicas de buceo seguro, inspeccion y vigilancia e
investigacion. Los mayores avances se han logrado para las poblaciones silvestres
de las especies Isostichopus badionotus y Holothuria floridana, cuyas principales
concentraciones se encuentran en aguas frente a los Estados de Campeche y
Yucatan.51

La Holothuria floridana es una de las especie mas abundantes del Caribe Mexicano,
sin embargo es de las especies menos estudiadas quimicamente. En los pocos
estudios de esta especie se han aislado glicosidos triterpénicos cuya actividad

citotdxica fue comparada con compuestos aislados de otros organismos.44

Hipotesis.
Holothuria floridana sintetiza compuestos con estructuras quimicas y actividad

bioldgica similares a los aislados de otras especies del mismo género.

Objetivo general.

Contribuir al conocimiento de los recursos naturales del pais mediante el estudio
quimico del pepino de mar Holothuria floridana proveniente de las costas del

Estado de Yucatan.

12




Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios provenientes del pepino de mar “Holothuria
floridana”, de las costas del Estado de Yucatdn.

Objetivos especificos:

- Contribuir al conocimiento de los componentes quimicos del pepino de mar

Holothuria floridana recolectado en costas del Estado de Yucatan.

- Aislar los principales constituyentes quimicos presentes en una muestra de
Holothuria floridana, utilizando técnicas cromatograficas convencionales:
cromatografia en columna (CC), cromatografia en capa fina (CCF), tanto analitica
como preparativa (CCFa, CCFp), y en caso de ser necesario cromatografia de alta

resolucion (HPLC).

- Identificar los componentes aislados y determinar las estructuras moleculares de
los posibles nuevos componentes, haciendo uso de las técnicas espectroscopicas
modernas en el infrarrojo (IR), de resonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogeno (RMN-1H) y carbono-13 (RMN-13C), incluidos experimentos homo y
heteronucleares, en una y dos dimensiones (DEPT, COSY, NOESY/ROESY, TOCSY,
HSQC, HMBC), espectrometria de masas (EM) y difraccién de rayos-X en el caso de

obtener compuestos cristalinos viables para difraccion.

13
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METODOLOGIA

Localizacion del area de colecta.
La recoleccion de la especie Holothuria floridana (Hf), se realizé el 12 de noviembre
de 2010, en Dzilam de Bravo, Yucatan. Situado a 21° 24.212’ latitud norte y 88°
53.329’ longitud oeste (Figura 3).
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Figura 3. Localizaciéon de la zona de recolecta de la especie Holothuria floridana.

Dzilam de Bravo, Yucatan (Google Earth 2013).

Recolecta e identificacion de la especie Holothuria floridana.

La recolecta del material se realizé por medio de buceo libre a una profundidad de
1 m con la autorizacion de SEMARNAT (Oficio No. DGOPA 01038.190210.0574). Se
recolect6 una biomasa de 18.535 kg. El material se empac6 en hieleras para su
traslado y procesamiento en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional de
Yucatan (UADY), en donde se separ6 la pared corporal de las visceras de los
organismos y prepararon los extractos. Dos ejemplares fueron fijados con formol al
10%, colocados en frascos de vidrio previamente etiquetados con los datos de
recolecta y posteriormente preservados en alcohol al 70% para la identificacion
taxonOmica de la especie y su depodsito en el campus de Ciencias Biologicas y

Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY).
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La determinacion taxondmica fue realizada por el M. en C. Carlos Zetina Moguel, de
acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas de los osciculos extraidos de la dermis
de los organismos, segln las claves de identificacion de Hendler et al. 2 Zetina-

Moguel et al.>2 y Caso.23 (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de la especie Holothuria floridana

Clasificacion Taxonomica

Reino: Animalia

Phylum: | Echinodermata

Clase: Holothuroidea

Orden: | Aspidochirotida

Familia: | Holothuriidae

Género: | Holothuria

Especie: | H. floridana

Procesamiento de los organismos.

Los organismos se limpiaron de todo material extrafio y se procedio a separar la
pared corporal de las visceras, asi como el fluido celémico. La extraccion de las
visceras de cada organismo se realiz6 mediante un corte longitudinal en la region
ventral del organismo desde el ano hasta la boca. Las visceras y el fluido celomico
fueron reunidos (8.11 kg), al igual que la pared corporal (10.37 kg). El material se
guard6 en bolsas de plastico etiquetadas con los datos de recolecta y fueron

conservados en un congelador vertical Torrey a -10°C hasta el momento de su uso.

Material y equipo de laboratorio

Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios aislados de Holothuria
floridana, en el presente trabajo se utilizaron los siguientes equipos y materiales:
Para las cromatografias en columna (CC) se utilizaron como fases estacionarias
silica gel G- 60 (90% < 45 pum), silica gel malla 230-400 (37-62 um), octadecilsilano
(C18) y Sephadex LH-20.

15
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Para cromatografia en capa fina analitica (CCFa), se utilizaron cromatofolios de
silica gel ALUGRAM SIL G/UV2s4 de 0.20 mm de espesor. Para cromatografia en
capa fina preparativa (CCFp) se utilizaron placas MACHEREY-NAGEL SIL G-
100/UV2s4 y G-50/UV254 de 20 x 20 cm de 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 mm de espesor segun el
caso.

El revelado de las placas se llevo a cabo mediante exposiciéon a luz UV con una
ldampara Spectroline CX-20 a dos longitudes de onda (254 nm y 366 nm) y/o
utilizando como revelador una solucién de sulfato cérico al 3% en acido sulftrico
2N y Oleum (solucién de acido sulfurico + acido acético glacial + agua, relacién
1:4:20). Los puntos de fusién se determinaron en un equipo de Fisher-Jhons y las
rotaciones opticas en un Polarimetro Jasco DIP-360. Los extractos, fracciones y
muestras fueron concentrados a presion reducida en un Rotavapor BUCHI R-II.

Los espectros de masas se obtuvieron mediantes técnicas de ionizaciéon por
impacto electréonico (IE) en un espectrémetro JEOL JMS-AX5505HA (70 eV) y/o
bombardeo con atomos rapidos (FAB, por sus siglas en inglés) en un espectrémetro
MS-SX1102A (10 KV).

Los espectros en el IR se determinaron en equipos Perkin-Elmer 337 y Bruker
Tensor 27, en solucién o pastilla de KBr.

Los espectros de RMN 'H y RMN 13C se obtuvieron en espectrometros Jeol Eclipse
(a 300 MHz para 'H y 75 MHz para 13C), Bruker Avance III 400 (a 400 MHz para 'H
y 100 MHz para 13C) y Varian Unity Inova (a 500 MHz para 1H, 125 MHz para 13C),
utilizando disolventes deuterados. Los desplazamientos quimicos (6) fueron
expresados en ppm con respecto al TMS o el disolvente residual como referencia

interna.

Obtencion de los extractos de las visceras de la Holothuria floridana.

Las visceras (8.11 kg), fueron reducidas de tamafio y maceradas en metanol. La
proporcién entre la muestra y metanol (MeOH) fue de 1:2 (peso/volumen). El
tiempo de maceracion fue de siete dias y al cabo de los cuales se filtr6 en un
embudo de cristal con papel filtro Whatman No. 1. La soluciéon hidroalcohdlica
obtenida se concentré a presion reducida en un evaporador rotatorio BUCHI, a un

20% aproximado del volumen original.
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El extracto metandlico-acuoso se sometié a un proceso de reparto (particion)
liquido-liquido con disolventes de polaridad ascendente, obteniéndose tres
diferentes fracciones: hexano (HHf), acetato de etilo (AcOEtHf) y por ultimo butanol
(BuOHHf). Los extractos resultantes y la fraccion acuoso-butandlica se
concentraron a presion reducida.

El extracto de butanol fue suspendido en una solucién de metanol-acetona (1:1,
v/v), obteniendo un precipitado, el cual fue filtrado por gravedad. El precipitado
fue lavado tres veces con la solucién metanol-acetona y los lavados fueron reunidos
respectivamente con el filtrado y llevados a sequedad; este mismo proceso se
repitié con el residuo acuoso. El fraccionamiento y los pesos correspondientes a

cada extractos se muestran en la (Figura 4).

Holoturia floridana
(visceras 8.11 kg)

- Maceracién con MeOH (7 dias).
- Filtracion
- Concentracion a presion reducida

Extracto
MeOH/H20

Particién liquido-liquido
Hexano (1:1)

¢

Fraccién hexanica [Fase hidroalcohélica ]
(29.961 g)

Particioén liquido-liquido
AcOEt (1:1)

A 4

Fraccion AcOEt [Fase hidroalcohdlica ]
(10.486 g) Particién liquido-liquido

BuOH (1:1)

v p

l Fraccién BuOH l Fase
acuosa-BuOH
—

- Concentracion a presion reducida
- Precipitado

- Concentracién a presién reducida - Filtracién

- Precipitado
- Filtracién

Libre de sales
(10.95 g)

Fraccién acuosa Sales
Fraccién BuOH Sales Libre de sales (115.33 g)
(12.14 g)

(47.21 g)

Figura 4. Diagrama experimental. Proceso de extraccidon de las visceras de la especie

Holothuria floridana.
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Extracto de hexano.

Se tomaron 10 g de muestra del extracto hexanico de visceras de H. floridana, para
su fraccionamiento mediante cromatografia en columna (CC) en silica gel (200 g)
de 40 cm de alto y 8 cm de didmetro utilizando como eluyentes disolventes de
polaridad creciente: diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt), acetona
(Me2C0), acetona/metanol (1:1) y metanol (MeOH). Se colectaron eluatos de 500
ml de cada disolvente aproximadamente, obteniéndose 5 fracciones primarias.

En la Tabla 3 se muestra en forma resumida los eluyentes, asi como las fracciones

y claves de cada una.

Tabla 3. Cromatografia del extracto hexanico (HHf).
Fraccion Eluyente Proporcion | Clave
1 Diclorometano 100% HHf-A
2 Acetato de etilo 100% HHf-B
3 Acetona 100% HHf-C
4 Acetona/Metanol 50:50 % HHf-D
5 Metanol 100% HHf-E

H: extracto de hexano
Hf:Holothuria floridana

La fraccion HHf-A (3.201 g) se purificé por cromatografia en una columna (46 cm
de alto y 4 cm de diametro) empacada con 60 g de gel de silice. Se utilizaron
mezclas de polaridad creciente de hexano, diclorometano y acetona, recolectando
25 eluatos de 100 ml, los cuales se reunieron con base en la semejanza de sus
componentes determinado por cromatografia en placa fina analitica (CCFa),

obteniéndose 5 fracciones secundarias (Tabla 4).

Tabla 4. Cromatografia de la fracciéon HHf-A.
Fraccion Eluyente Proporcion | Frac. reunidas | Clave
1-3 Hexano 100 % 3-9 HHf-AA
4-12 Hexano/DCM 8:2 10-13 HHf-AB
13-16 Hexano/DCM 6:4 14-17 HHf-AC
17- 20 DCM 100 % 18-22 HHf-AD
21-25 DCM/acetona 8:2 23-25 HHf-AE
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La fraccion HHf-AA (1.43 g) se obtuvo de la cromatografia en columna utilizando
como eluyente hexano/diclorometano.El espectro de RMN !H indic6 la presencia

de ésteres metilicos de acidos grasos.

La fraccion HHf-AC (560.3 mg) se purificé por CCFp utilizando como fase movil una
mezcla de hexano/AcOEt (9:1). Se obtuvieron dos fracciones (a y b). La fraccién
HHf-ACa (133 mg) se analiz6 por RMN 1H, observandose sefiales caracteristicas de

triglicéridos.

La fraccion HHf-AD (262.4 mg) se purific6 por cromatografia en capa fina
preparativa, utilizando placas de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor y como eluyente
hexano/AcOEt (9:1), obteniéndose dos fracciones (a y b). El andlisis del espectro
RMN 1H de la fraccion HHf-ADa (48 mg) mostro sefiales que indicaron la presencia
de triglicéridos, por lo que se reunié con la fraccion HHf-ACa obtenida
anteriormente. El espectro de RMN 1H de la fraccion HHf-ADb (112.7 mg) mostré

sefales que indicaron la presencia de una mezcla de triglicéridos y acidos grasos.

Obtencion de derivados: Transesterificacion de triglicéridos.

Con el fin de identificar los acidos grasos componentes de los triglicéridos, una
muestra de 90 mg de la fraccion HHf-ACa se disolvio en una pequeia cantidad de
DCM, posteriormente se agregé 10 ml de MeOH y 2 gotas de HCI concentrado y se
puso a reflujo durante 10 horas. La mezcla de reaccion fue extraida con hexano (3
veces con volumenes de 15 ml cada vez), se elimin6 el hexano por destilacién a
presion reducida en un evaporador rotatorio. Los ésteres metilicos de los acidos

grasos obtenidos, se analizaron por CG-EM.

De la fraccion primaria HHf-B (1.48 g) proveniente de la cromatografia en columna
de la fraccion hexdnica utilizando como eluyente AcOEt, se obtuvo por
precipitacion con metanol, un sélido blanco con p.f. de 175-180°C, que se denomind
“HHf-Bpp” (13 mg). El analisis del espectro de RMN !H mostro sefiales que

indicaron la presencia de glicosidos esteroidales.
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Las aguas madres (solucion de la filtracion del precipitado) de la fraccién HHf-B (1.
21 g) se purificaron por cromatografia en una columna de 46 cm de alto y 4 cm de
didmetro, empacada con 20 g de gel de silice, utilizando disolventes de polaridad
creciente: hexano, diclorometano, acetona y metanol.

Enla Tabla 5 se muestra en forma resumida los eluyentes y claves de cada una de

las fracciones.

Tabla 5. Fraccionamiento de las aguas madres (HHf-B).
Fraccion Eluyente Proporcion Clave
1 Hexano 100% HHf-BA
2 DCM 100% HHf-BB
3 Acetona 100% HHf-BC
4 DCM /MeOH 1:1 HHf-BD

La fraccién HHf-BA (70 mg) se purificé por cromatografia en capa fina preparativa,
en placa de gel de silice de 20 x 20 cm y 1 mm de espesor, utilizando como eluyente
hexano/DCM (7:3), obteniéndose dos fracciones (HHf-BA: a y b), las cuales se
extrajeron con DCM/acetona (1:1). El espectro de RMN 1H de la fraccién HHf-BAb

(29.7 mg) indic6 la presencia de acidos grasos.

La fraccion HHf-BB (101 g) se purificéd por cromatografia en columna con 20 g de
gel de silice, se utilizaron como eluyentes hexano, diclorometano y acetona
obteniéndose 19 eluatos, los cuales se reunieron con base en la semejanza de sus

componentes por CCFa, obteniéndose 4 fracciones.

En la Tabla 6 se muestra en forma resumida los eluyentes y claves de cada una de

las fracciones.

Tabla 6. Cromatografia de la fraccion HHf-BB.
Frac. reunidas Eluyente Proporcion | Clave
1-5 Hexano 100% HHf-BBA
6-8 Hexano/DCM 1:1 HHf-BBB
9-16 DCM 100% HHf-BBC
17-20 DCM /Acetona Gl HHf-BBD
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La fraccion HHf-BBB se reuni6 (227.3 mg) con la fraccion HHf-BAb (acidos grasos),

debido a la semejanza de sus componentes en CCFa y RMN 1H.

Obtencion de derivados: Esterificacion de la fraccion HHf-BBB.

En un matraz balén de 50 ml se colocaron 20 mg de muestra de la fraccién HHf-
BBB, se disolvi6 en 10 ml de metanol y 2 gotas de HCl, se mantuvo a reflujo
constante durante 8 horas. La mezcla de reaccion fue monitoreada cada 2 horas por
CCFa, se detuvo la reacciéon cuando ya no se observo cambio. La mezcla de reaccion
fue extraida con hexano; el disolvente se eliminé por destilaciéon al vacio en un
evaporador rotatorio y el producto de reacciéon analizado posteriormente por CG-
EM.

El andlisis por RMN 1H de la fracciéon HHf-BBC (15 mg) indic6 la presencia de una
mezcla de esteroles, la cual fue acetilada con anhidrido acético usando piridina

como catalizador. La mezcla de reaccién se analiz6 por CG-EM.

La fraccién HHf-BBD (27 mg) se identific6 por RMN H como una mezcla de acidos

grasos libres y esteroles.

Obtencion de derivados: Acetilacion de la fraccion HHf-BBD.

A una muestra de 10 mg de la fraccion HHf-BBD se le agreg6 0.1 ml de piridinay 0.5
ml de anhidrido acético, se agité y se dejé a temperatura ambiente a que se llevara
a cabo la reaccidn, la cual se sigui6 por CCFa. Una vez concluida la reaccién, se
elimin6 la piridina, mediante una corriente de nitrégeno y el exceso se eliminé

mediante vacio. El producto de reaccion obtenido se analiz6é por CG-EM.

De la fraccion primaria HHf-C (203.2 mg) proveniente de la cromatografia en
columna del extracto hexanico, utilizando como eluyente acetona, se obtuvo por
precipitacion con MeOH un sélido de color blanco, el cual fue identificado como una
mezcla de glicésidos esteroidales, mediante comparacion por CCFay RMN 1H con la
muestra obtenida anteriormente (HHf-Bpp); las muestras se reunieron

obteniéndose un peso total de 48 mg.
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Extracto de acetato de etilo.

El extracto de acetato de etilo de las visceras de H. floridana (AcOEtHf, 10 g) se
disolvié en 10 ml de diclorometano, para su fraccionamiento (previa eliminacién de
una pequeila cantidad de sal) en una columna de silica gel (200 g) de 40 cm de alto
y 8 cm de didmetro utilizando mezclas de DCM-MeOH. Se recolectaron 30 eluatos
de 125 ml los cuales se reunieron con base en la semejanza de sus componentes

determinados en CCFa, obteniéndose 7 fracciones secundarias.

En la Tabla 7 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de fracciones,

asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.

Tabla 7. Fraccionamiento del extracto AcOEtHf.
Fracciones | Eluyente | Proporcion | Frac.reunidas | Clave
1-6 DCM 100 % 1-3 AcOEt-A
7-17 DCM/MeOH 9:1 4-5 AcOEt-B
18-22 DCM/MeOH 8:2 6-9 AcOEt-C
23-25 DCM/MeOH 7:3 10-14 AcOEt-D
26-27 DCM/MeOH 6:4 15-17 AcOEt-E
28 DCM/MeOH 1:1 18-19 AcOEt-F
29-30 DCM/MeOH 3:7 20-27 AcOEt-G

AcOEt: extracto de acetato de etilo
Hf: Holothuria floridana

La fracciéon AcOEtHf-A (54.6 mg) se purificé por CCFp, utilizando como eluyente
hexano/DCM (7:3). El espectro RMN 1H mostro sefiales que indicaron la presencia
de ésteres metilicos. Una muestra fue analizada mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

La fraccion AcOEtHf-B (62.4 mg) se purific6 por CCFp, usando como eluyente
hexano/AcOEt (95:5). El espectro RMN 1H mostré sefiales que indicaron la
presencia de triglicéridos. Se obtuvieron los ésteres metilicos de los acidos grasos
mediante la transesterificacién de los triglicéridos y el producto de la reaccion se

analiz6 por CG-EM.
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El analisis por RMN 1H de la fraccion AcOEtHf-D (77.2 mg) indic6 la presencia de
acidos grasos. Se prepararon los derivados metilados y se identificaron por medio

del andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

La fraccion AcOEtHf-E (904.3 mg) se purificé por CCF en placas de gel de silice de
20 x 20 cm y 2 mm de espesor, utilizando DCM/MeOH (9:1) como eluyente. Se
obtuvieron tres fracciones (AcOEtHf-E: a, b y c), las cuales se extrajeron con
DCM/MeOH (1:1). La fraccién AcOEtHf-Ec (11.1 mg), se obtuvo como un sélido de
color blanco con un punto de fusion de 147-150°C, el espectro de RMN 'H mostro

sefales que indicaron la presencia de esteroles oxidados.

De la fraccion AcOEtHf-G (32.6 mg) se obtuvo por precipitacion con MeOH un
s6lido con un p.f. de 270-275°C, el cual de acuerdo con su espectro de RMN 1H

probablemente se trate de un glicésido triterpénico.

Extracto de butanol.

Se tomaron 10 g del extracto butanoélico (BuOHHf) y se disolvieron en 100 ml de
MeOH agitandose en un bafio de ultrasonido durante 20 minutos. La solucion fue
refrigerada a 4 °C por un periodo de 24 horas; transcurrido el tiempo, se observo la
formacidn de un precipitado. El precipitado fue separado de las aguas madres por
filtracion. Este proceso se repitio tres ocasiones mas obteniéndose 4 precipitados
(BuOHHf-pp: 1-4). Las aguas madres se reunieron para su posterior
fraccionamiento por CC.

Los precipitados obtenidos fueron separados por cromatografia en una columna de
46 cm de alto y 4 cm de didmetro, empacada con 1 g de octadecilsilano (Cis),
utilizando mezclas de H20/MeOH (1:0 9:1, 7:3, 1:1, 3:7 y 0:1). En cada caso se
reunieron las fracciones que indicaban la presencia del posibles glicésidos
triterpénicos, se purificaron por cromatografia en capa fina preparativa, en placa
de gel de silice de 20 x 20 cm de 0.5 y 0.25 mm de espesor utilizando como eluyente

DCM/MeOH/Hz0 (7:2.5:0.5) y se compararon por CCFa (C1s) (Figura 5).
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En la Tabla 8 se muestra en forma resumida los eluyentes, las fracciones reunidas

por su similitud y claves de cada una.

Tabla 8. Precipitados obtenidos del extracto BuOHHf.
W (pp) Eluyente Proporcion Frac. Clave
reunidas
218.6 mg | H20/MeOH | 9:1,7:3,1:1,3:7 3-10 BuOHHf-pp1 (9 mg)
25.2mg | H20/MeOH 7:3,1:1,3:7 5-9 BuOHHf-pp2 (4.8 mg)
16.6 mg | H20/MeOH 7:3,1:1,3:7 3-8 BuOHHf-pp3 (7 mg)
286.4mg | H20/MeOH 7:3,1:1,3:7 4-7 BuOHHf-pp4 (8.7 mg)

BuOH: extracto de butanol
pp: precipitado

Figura 5. Placa CCFa (Cis) comparativa de las posibles glicosidos triterpénicos
obtenidos de las fracciones BuOHHf-pp1, pp2, pp3 y pp4, eluidas con H20/MeOH
(3:7).

Las aguas madres de los cuatro precipitados (BuOHHf-pp: 1-4) se reunieron y se
fraccionaron mediante cromatografia en columna empacada con Sephadex LH-20
(150 g) utilizando como eluyente metanol 100 %. Se colectaron 20 fracciones de 50
ml aproximadamente las cuales se reunieron en cuatro fracciones (BuOHHf: A-D)

con base en la semejanza de sus componentes determinados en CCFa.

Enla Tabla 9 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de fracciones

asi como las fracciones, reunidas por su similitud y claves de cada una.
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Tabla 9. Fraccionamiento de las aguas madres del extracto BuOHHf.
Frac. reunidas Eluyente Proporcion Clave
1-5 MeOH 100 % BuOHHf-A
6-9 MeOH 100 % BuOHHf-B
10-13 MeOH 100 % BuOHHf-C
14-20 MeOH 100 % BuOHHf-D

La fraccién BuOHHf-B (928.3 mg) fue precipitada con acetona y el precipitado
obtenido fue separado por filtracion de las aguas madres, obteniendo 46 mg
(BuOHHf-Bpp); la comparaciéon por CCFa en Cis mostr6 semejanza con el
precipitado BuOHHf-pp1, por lo que se traté6 de manera semejante a los anteriores
precipitados obteniéndose 12 fracciones. De las fracciones 3-10 (BuOHHf-BB) se

obtuvieron 3.4 mg de posibles glicésidos triterpénicos.

En la Tabla 10 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de

fracciones, asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.

Tabla 10. Cromatografia en Cis de la fraccion BuOHHf-B.
Fracciones | Eluyente | Proporcion | Frac. reunidas Clave

1-2 H20 100 % 1-2 BuOHHf-BA
3-4 H20/MeOH 9:1 3-10 BuOHHf-BB
5-6 H20/MeOH 7:3 11-12 BuOHHf-BC
7-8 H20/MeOH 1:1

9-10 H20/MeOH 3:7

11-12 MeOH 100 %

La fraccion BuOHHf-C (539.2 mg) se fraccioné por cromatografia en columna (28
cm de alto y 1.5 cm de diametro) empacada con 5 g de gel silice; se utilizaron
mezclas de DCM/MeOH, recolectando eluatos de 25 ml, que se reunieron con base
en la semejanza de sus componentes determinados en CCFa, obteniendo 3

fracciones secundarias.

En la Tabla 11 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de

fracciones, asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.
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Tabla 11. Cromatografia en Cis de la fraccion BuOHHf-C
Fracciones | Eluyente | Proporcion | Frac. reunidas Clave

1-2 H20 100 % 1-2 BuOHHf-CA
3-4 H20/MeOH 9:1 3-9 BuOHHf-CB
5-6 H20/MeOH 7:3 10-12 BuOHHf-CC
7-8 H20/MeOH 1:1

9-10 H20/MeOH 3:7

10-12 MeOH 100 %

La fraccion BuOHHf-CC (424.7 mg) se obtuvo como un liquido aceitoso amarillo; el
espectro de RMN H a 300 MHz indic6 la presencia de una mezcla de esteroles, la
cual fue acetilada con anhidrido acético usando piridina como catalizador. La

mezcla de reaccion se analiz6 por CG-EM.

De la fraccion primaria BuOHHf-D (6.04 g), proveniente de la separaciéon en
Sephadex LH-20, se obtuvo por precipitaciéon con acetona/MeOH (7:3) un sélido
(331,9 mg) que se denominé BuOHHf-Dpp; a una muestra de 20 mg de la fraccién
se le agreg6 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido acético, se agit6 y se dejé a
temperatura ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la cual se siguié por CCFa.
Una vez concluida la reaccién, se eliminé la piridina mediante una corriente de
nitrogeno y el exceso se elimin6 por evaporacion a presion reducida. El producto de
reaccion obtenido se analiz6 por RMN 1H a 400 MHz.

Las aguas madres BUuOHHf-D (5.591 g) se fraccionaron en una columna de silica gel
(100 g) de 30 cm de alto y 3 cm de diametro utilizando mezclas de DCM/MeOH,
recolectando eluatos de 50 ml. Las fracciones se reunieron con base en la
semejanza de sus componentes determinados en CCFa, obteniéndose 8 fracciones

secundarias.

En la Tabla 12 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de

fracciones, asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.
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Tabla 12. Fraccionamiento de las aguas madres BuOHHf-D.
Fracciones | Eluyente | Proporcion | Frac. reunidas Clave

1-7 DCM 100 % 1-2 BuOHHf-DA
8-12 DCM/MeOH 9:1 3-4 BuOHHf-DB
13-18 DCM/MeOH 8:2 5-16 BuOHHf-DC
19-22 DCM/MeOH 7:3 17-18 BuOHHf-DD
23-28 DCM/MeOH 6:4 19-22 BuOHHf-DE
29-33 DCM/MeOH 1:1 23-30 BuOHH/f-DF
34-36 DCM/MeOH 3:7 31-34 BuOHHf-DG
37-40 DCM/MeOH 3:7 35-40 BuOHHf-DH

El andlisis de RMN 1H de la fracciéon secundaria BuOHHf-DB (370.8 mg) mostré
sefiales caracteristicas a ésteres metilicos; una muestra de esta se analiz6 mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

De la fracciéon BuOHHf-DF (398 mg) se tom6 una muestra (50 mg) a la cual se le
agregd 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido acético, se agit6é y se dejo a
temperatura ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la cual se sigui6é por CCFa.
Una vez concluida la reaccién, se eliminé la piridina mediante una corriente de
nitrogeno y el exceso se elimind a presion reducida. El producto de reaccion

obtenido se analiz6 por RMN 1H a 400 MHz.

La fraccion BUuOHHf-DH (598 mg) se purific6 mediante CC empacada con 3 g de
octadecilsilicio (Cis, 27 cm de alto y 1.2 cm de diametro) utilizando mezclas de
H20/MeOH (1:0, 1:1, 8:2 y 1:0); se obtuvieron 20 fracciones de 50 ml que se
reunieron en base a su semejanza por comparaciéon en CCFa.

En la Tabla 13 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de
fracciones, asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.

Tabla 13. Cromatografia de la fraccion BuOHHf-DH.
Frac.reunidas | Eluyente | Proporcion Clave
1-5 H20 100% BuOHHf-DHA
6-8 H20/ MeOH 1:1 BuOHHf-DHB
9-16 H20/ MeOH 8:2 BuOHHf-DHC
17-20 MeOH 100% BuOHHf-DHD
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Las fracciones BUOHHf-DHC (6.6 mg) y BuOHHf-DHD (35.9 mg) se analizaron por
RMN 1H; en los espectros de ambas fracciones se observaron senales de posibles

glicésidos triterpénicos.

Extracto acuoso.

El extracto acuoso de las visceras de H. floridana (H20Hf, 10 g) se disolvi6é en 10 ml
MeOH para su fraccionamiento (previa eliminacién de sal) en una columna
empacada con Sephadex LH-20 (150 g) utilizando como eluyente metanol 100 %;
se colectaron 15 fracciones de 125 ml aproximadamente las cuales se reunieron en
cuatro fracciones (H20Hf: A-D) con base en la semejanza de sus componentes

determinado en CCFa.

En la Tabla 14 se muestra en forma resumida los eluyentes, el nimero de

fracciones, asi como las fracciones reunidas por su similitud y claves de cada una.

Tabla 14. Cromatografia de la fraccién H20Hf.

Frac. reunidas | Eluyente | Proporcion | Clave
1-3 MeOH 100% H20Hf-A
4-7 MeOH 100% H20Hf-B
8-11 MeOH 100% H20Hf-C
12-15 MeOH 100% H20Hf-D

De la fraccion H20Hf-C (1.59 g) se tomd6 una muestra (50 mg) a la cual se le agregé
1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido acético, se agit6 y se dejé a temperatura
ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la cual se siguié por CCFa. Una vez
concluida la reaccidn, se eliminé la piridina mediante una corriente de nitrégeno y
el exceso se elimind a presion reducida. El producto de reaccion se purificé por
cromatografia en capa fina preparativa, en placa de gel de silice de 20 x 20 cm y 1
mm de espesor, utilizando como eluyente DCM/acetona (8:2), y luego se extrajo
con DCM. El espectro de RMN 1H a 400 MHz de la fraccion H20Hf-C (15 mg) indico
la presencia de una mezcla de tetra-acetil-a-D-glucopirandsido y tetra-acetil-3-

metil-D-glucopiranosido.
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La fraccion H20Hf-D (569 mg) se puso en condiciones de acetilacion. El producto de
reaccion se purificé por cromatografia en capa fina preparativa, utilizando como
eluyente DCM/MeOH (9:1), y se extrajo en el mismo sistema mencionado
anteriormente. El espectro de RMN 1H a 400 MHz de la fraccién H20Hf -D (19 mg)

indicé la presencia de 2,”3,’5"-Tri-0-acetilinosina.

DISCUSION DE RESULTADOS.

La fraccion HHf-AA del extracto de hexano mostré sefales caracteristicas de
ésteres metilicos de acidos grasos, en el espectro de RMN 1H. Se observé una sefial
multiple a 5.3 ppm, debido a la presencia de protones vinilicos (CH=CH-), ademas
de una sefial simple aguda a 3.64 ppm que corresponde a los protones del metilo
del grupo éster (0=C-OCH3); los protones de los metilenos de la cadena alifatica -
(CH2)n- y el metilo terminal (-CHs) dan lugar a una sefial simple y otra sefial triple
distorsionada en 1.25 y 0.86 ppm, respectivamente, mientras que los protones del
metileno alfa al grupo carbonilo dan lugar a la sefial triple a § ~2.29 (Figura 6). La
fracciéon se analizé mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (Figura 7). El analisis dio como resultado la identificacion de 6 ésteres
metilicos, 3 de ellos correspondientes a los ésteres de acidos grasos saturados C-14

a C-16y los otros 3, acidos monoinsaturados C16:1, C18:1 y C20:1 (Tabla 15).

—7.271
—3.663

i . | Ju

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

4.0 3.5
f1 (ppm)

Figura 6.- Espectro de RMN-1H de la fraccién HHf-AA.
29




Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios provenientes del pepino de mar “Holothuria
floridana”, de las costas del Estado de Yucatdn.
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Figura 7.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccién HHf-AA.

El espectro RMN !H de la fraccion HHf-ACa, mostroé las sefiales caracteristicas de
triglicéridos; en él se observan las sefiales dobles de dobles (6 4.12, 4.27) tipicas de
la parte AB del sistema de “spins” ABX del glicerol, conformado por los dos grupos

-CH2- simétricamente equivalentes y el metino (parte X del sistema de “spins”) este
ultimo como una sefial quintuple, § 5.27. En el espectro se observan ademas las
sefiales de los metilos terminales (-CH3) 6 0.87, los metilenos de la cadena (-CHz-)n,
0 1.25 y los metilenos a al grupo carbonilo de los acilos § 2.31. La sefial triple en
5.34 sugiere la presencia de insaturaciones en los grupos acilo (Figura 8). Con el
fin de identificar los acidos grasos, se realizd6 la transesterificacion de los
triglicéridos para la obtencion de los ésteres metilicos correspondientes y se
analizaron por CG-EM (Figura 9). Se obtuvo como resultado la identificacion de 13
ésteres metilicos; 9 de ellos corresponden a los acidos grasos saturados C-14 a C-
20, C-22 y C-24 y los otros 4 a los acidos monoinsaturados C16:1, C18:1, C20:1 y
C22:1(Tabla 15). En algunos casos se encontraron mas de un acido con el mismo
peso molecular, indicando con ello que se encuentran presentes diferentes

isomeros de un mismo acido, i. e. acidos grasos ramificados.
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Figura 8.- Espectro de RMN-1H de la fraccion HHf-ACa.

File: 528 VG-HHf-AC (Time Run: 15:23:12)
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Figura 9.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion HHf-ACa.

El espectro de RMN 1H de la fraccién HHf-ADb, mostr6 sefales de una mezcla de
triglicéridos y acidos grasos. Se realizd la transesterificacion con metanol a reflujo
en medio acido. Los ésteres metilicos de los acidos grasos obtenidos se analizaron
por CG-EM (Figura 10). Los resultados obtenidos identificaron la presencia
principalmente de los 11 ésteres metilicos correspondientes a acidos grasos
saturados de C-14 a C-20 y C-22 acidos monoinsaturados C16:1, C18:1 y C20:1.
Como en el caso anterior, también se detecté la presencia de diferentes isémeros de

un mismo acido, i.e. con el mismo peso molecular (Tabla 15).
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Figura 10.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccién HHf-ADb.

El espectro RMN 1H, del precipitado HHf-Bpp, determinado en piridina deuterada
mostré en la regién de baja frecuencia un perfil acorde con la presencia de
esteroles y entre 3.80 y 5.00 ppm sefiales asignables a protones de carbonos bases
de grupos hidroxilo, que sugieren la presencia de un glicésido esteroidal. En el
espectro se observa una sefial doble, 6 4.91 (] = 7.5 Hz, H-1'), asignable al proton
anomeérico del azucar (H1’), la cual se encuentra acoplada con la sefial triple en 4.02
(H-2") acoplada a su vez con otra sefial triple en 4.20 (H-3’), la cual muestra
acoplamiento con la sefial multiple en 4.27 (H-4") y ésta a su vez con las sefales
dobles de dobles en 3.76 (J=10 Hz, H-5'a) y 4.39 (J= 11.2, 4.8 Hz, H-5’b) (Figura
11). El espectro de RMN-13C confirm6 la presencia del fragmento debido al
monosacarido claramente indicado por la sefial del carbono anomérico (H-1") en &c¢
103.0 y las sefiales a 75.1, 78.5, 71.2 y 67.18 para los carbonos 2’, 3’, 4’ y 5’ del
monosacarido. Los desplazamientos quimicos y multiplicidad observados en ambos

espectros, estan de acuerdo con los reportados para el $-xildsido del colestanol.>3 54
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Figura 11.- Espectro de RMN-1H de la fraccion HHf-Bpp.

La fraccion HHf-BBB se reunié con la fracciéon HHf-BAb debido a la semejanza de
sus componentes determinados en CCFa. En RMN 1H se observaron sefiales
caracteristicas de los acido grasos: una sefal triple deformada a 0.88 ppm
correspondiente al grupo metilo terminal, una sefial simple ancha e intensa a 1.25
ppm que corresponde a los grupos metileno de la cadena hidrocarbonada lineal y
un multiplete a 1.63 ppm, producido por los grupos metilenos f al grupo carboxilo
y un triplete en 2.34 ppm debido a los metilenos « al grupo carboxilo (Figura 12).

Los derivados de los acidos grasos se obtuvieron a través de una reaccién de
esterificacion y fueron analizados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Figura 13). Se obtuvo como resultado la identificacion
de 9 ésteres metilicos, 7 de ellos corresponden a los acidos grasos saturados C-14 a
C-17, C-19, C-21 y C-22 los otros 2 a los acidos monoinsaturados C18:1 y C20:1
(Tabla 15). Como en los anteriores también se detecto la presencia de diferentes

isomeros de algunos acidos.
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Figura 12.- Espectro de RMN-1H de la fraccion HHf-BBB.

File: 1049 VG-H-Hf-BBB (Time Run: 13:03:20)
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Figura 13.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion HHf-BBB.
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Tabla 15.- Esteres metilicos de los 4cidos grasos de las extractos (HHf, AcOEtHfy BuOHH).

% HHf*

% AcOEtHf *

% BuOHHf *

Nombre del compuesto

Formula
molecular

PM

calc

m/z

obs

AA

ACa

ADb

BBB

A

B

D

DB

Tetradecanoato de metilo

(miristato)
(0]

/\/\/\/\/\/\)H;/

C15H3002

242

242

6.60

7.89

9.26

14.22

8.09

15.07

15.26

Pentadecanoato de metilo
(o]

N N N NN W

C16H3202

256

256

3.99

8.46

8.86

12.71

9.08

16.22

16.35

4.99

Hexadecenoato de metilo
(palmitato, 16:1, A9)
\/\W\/\/\io/

C17H3202

268

268

50.10

11.63

11.08

18.34

Hexadecanoato de metilo
(palmitato)
(o]

/\/\/\/\/\/\/\)J\O/

C17H3402

270

270

7.96

21.68

23.84

15.82

19.13

34.80

Heptadecanoato de metilo
(margarato)
(0]

\/\/\/\/\/\/\/\)H,/

C18H3602

284

284

4.48

4.51

8.76

8.81

9.37

10.03

5.74

Octadecenoato de metilo
(oleato, 18:1, A9)
/\N\/W\N\)OI\O/

C19H3602

296

296

25.6

9.56

4.94

9.56

10.03

8.16

8.11

25.36

Octadecanoato de metilo
(oleato)
/\/\/\/\/\/\/\/\)?\o/

C19H3802

298

298

11.9

14.74

Nonadecanoato de metilo
0

WWMO/

C20H4002

312

312

1.79

2.65

3.66

3.25

3.14

5.44
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Nonadecenoato de metilo
(19:1,A10)

\/\/\/\/\/\/\/\/\)J\o/

C20H3802

310

310

5.02

Eicosenoato de metilo
(gadoleato, 20: 1, A11)
M/V\MNMO/

C21H4002

324

324

6.16

2.99

8.86

4.15

6.01

Eicosanoato de metilo
(o]

/\/\/\/\/\/\/\/\/\)Lo/

C21H4202

326

326

2.38

1.95

7.92

Heneicosanoato de metilo
[0]

VV\/\/\/\/\/\/\/\)LO/

C22H4402

340

340

3.66

4.02

Docosenoato de metilo
(eruato, 22:1, A13)
\/\/\/\A/\/\/\/\/\)ol\o/

C23H4402

352

320

1.00

4.87

Docosenoato de metilo
0

/\/\/\/W\N\/\/\)Lo/

C23H4602

354

354

1.73

2.49

2.87

3.53

6.02

Tetracosenoato de metilo
(nervonato, 24:1, A15)
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\io/

C25H4802

380

380

5.67

Tetracosanoato de metilo
(nervonato)
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)(10/

C25H5002

382

382

0.97

*Porcentaje aproximado en la fraccion estudiada
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El analisis por RMN 1H de la fraccién HHf-BBC indic6 la presencia de una mezcla de
esteroles, la cual fue acetilada con anhidrido acético usando piridina como
catalizador; la identificacién de los componentes acetilados se llevé a cabo
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Figura 14).
Los resultados del andlisis por CG-EM indicaron la presencia de los acetatos de:
estigmast-7-en-3-ilo (PM 456), colestanilo (PM 430), y lanost-9(11)-en-3-ilo (PM
470) (Tabla 16).

Respecto a la presencia de esteroles en la fraccion HHf-BBC, el constituyente
mayoritario fue identificado como el estigmast-7-en-3-ol cuyo acetato eluyé a un
tiempo de retencion de 35.67 minutos. En el espectro de masas puede observarse el

iéon molecular [M]*+ de m/z 456.56
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Figura 14.- Cromatograma de Gases-Masas de los acetatos de la fraccion HHf-BBC.
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Tabla 16. Acetatos de los esteroles de la fraccién (HHf-BBC).

Tiempo Nombre del compuesto Formula | PM cac | M/Z obs %
de molecular
retencion
34.84 Acetato de colestanilo C29H5002 430 430 0.76

o

A,

35.18 Acetato de colest-7-en-3-ilo C30Hs500> 442 442 Trazas

[¢]

A

35.67 C31H5202 456 456 Trazas
Acetato de estigmast-7-en-3-ilo

[¢]

A

36.37 Acetato de lanost-7-en-3-ilo C32H5402 470 470 Trazas

S

o

El andlisis de RMN 1H de la fraccion HHf-BBD mostré seiales de una mezcla de
acidos grasos y esteroles; los derivados acetilados de estos ultimos en la mezcla, se
obtuvieron por acetilaciéon de una muestras de la fracciéon con anhidrido acético
usando piridina como catalizador; la identificacidon de los componentes acetilados y
los acidos presentes en la muestra, se llevdo a cabo como en el caso anterior
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Figura 15).
Se obtuvo como resultado la identificacion de 16 acidos grasos; 15 de ellos
correspondientes a acidos grasos saturados C-14 a C-22 y uno al acido

monoinsaturado C22:1 En el cromatograma se observan también picos de muy baja
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intensidad que corresponden a pequefas cantidades de esteroles, de pesos
moleculares 400, 382, 414, 400 y 410 que corresponden de acuerdo con sus
espectros de masas al colestanol, colesta-4,6-dien-3-ona, estigmasta-3,7-diona,

colesta-3,6-diona, estigmastan-3,5-dien-7-ona (Tabla 17).
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Figura 15.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion HHf-BBD.

Tabla 17. Acidos grasos y esteroles identificados en la fraccién ( HHf-BBD).

Tiempo Nombre del compuesto Formula | PMcic | m/z obs %
de molecular
retencion
19.07 Acido tetradecanoico C14H2802 228 228 9.06
o
WOH
19.61 Acido tetradecanoico C14H2802 228 228
(0]
/,\/\/\/\/\/\)J\OH
20.44 Acido pentadecanoico C15H3002 242 242 11.18
[e]
,\/\/\/\/\/\/\)\OH
20.55 Acido pentadecanoico C15H3002 242 242 11.53
(o]
\’/\/\/\/\/\/\)J\OH
20.92 Acido pentadecanoico C15H3002 242 242
(0]
\/,\/\/V\/\/\)J\OH
21.7 Acido hexadecanoico C16H3202 256 256 17.58
(o]
A,/\/\/\/\/\/\)J\OH
22.25 Acido hexadecanoico C16H3202 256 256
(0]
/\/\/\/\/\/\A)%H
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22,94 Acido heptadecanoico C17H3402 270 270 12.98
(o]
\/’\/\/\/\/\/\/\)LOH
23.05 Acido heptadecanoico C17H3402 270 270
(o]
\/[\/\/\/\N\/\)J\OH
23.42 Acido heptadecanoico C17H3402 270 270
(o]
W\MOH
24.31 Acido ertcico C22H4202 338 320
(22:1,A13)
VVM/VWV\iOH
24.61 Acido octadecanoico C18H3602 284 284 10.27
(o]
/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
25.65 Acido nonadecanoico C19H3802 298 298 3.25
\/\/\/\/\/\/\/\/\)?\OH
26.71 Acido eicosanico C20H4002 312 312
/\/\/\/\/\/\/\/\/\)CLOH
27.72 Acido heneicosanoico C21H4202 326 326
WOH
28.71 Acido docosanoico C22H4402 340 340
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\iOH
34.1 Ergosta-7-en-3-ol C28H4s0 400 400
34.95 Colesta-4,6-dien-3-ona C27H420 382 382
35.56 Ergosta-3,7-diona C25H460: 414 414

S8
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36.09 Colesta-3,6-diona C27H4402 400 400

o

o

36.79 Estigmasta-4,6-dien-3-ona C29H460 410 410 4.38

o

Del extracto de acetato de etilo en la fracciébn AcOEtHf-A se obtuvieron ésteres
metilicos, los cuales fueron analizados por RMN H y CG-EM (Figura 16). El analisis
dio como resultado la identificacion de 8 ésteres metilicos; 4 de ellos corresponden
a esteres de acidos grasos saturados C-14, C-15, C-17 y C-22 los otros 4
corresponden a los acidos monoinsaturados C18:1, C19:1, C20:1 y C22:1 (Tabla
15). En algunos casos también se encontraron diferentes isomeros de algunos de

los acidos.

File: 894 AEHHf-A

Sample: Dr Quijano Leovigildo
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Inlet: GC
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Figura 16.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion AcOEtHf-A.
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El andlisis por RMN 1H de la fracciéon AcOEtHf-B indicé la presencia de triglicéridos.
La transesterificacion de estos en metanol y medio acido dio los ésteres metilicos
de los acidos grasos, los cuales fueron identificados por CG-EM (Figura 17). De esta
manera, se identificaron ésteres metilicos correspondientes a acidos grasos

saturados de C-14 a C-17 y C-19 y un monoinsaturado C18:1 (Tabla 15).
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Figura 17.- Cromatograma de Gases-Masas de la fracciéon AcOEtHf-B.

El analisis por RMN 1H de la fraccién AcOEtHf-D indic6 la presencia acidos grasos,
los cuales fueron identificados como sus correspondientes ésteres metilicos por
CG-EM (Figura 18). Se identificaron los ésteres metilicos correspondientes a dcidos
grasos saturados de C14, C-15, C-17 y C-19 y los monoinsaturados C16:1 y C18:1.
(Tabla 15).
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Figura 18.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion AcOEtHf-D.

El espectro de RMN 1H de la fraccién AcOEtHf-Ec mostré sefiales que indicaron la
presencia de esteroles, los cuales fueron acetilados e identificados por CG-EM
(Figura 19).

El componente mayoritario (TR 33.4 min) mostr6 un ion molecular de m/z 396, y
fragmentos de m/z 255 y 213, que sugieren que se trata de un derivado del

estigmastanol.55 (Tabla 18).

File: 1381 VG-AE-Hf-Ec (Time Run: 11:00:55)
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Figura 19.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccién AcOEtHf-Ec.
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Tabla 18. Acetatos de los esteroles de la fraccién ( AcOEtHf-Ec) .

Tiempo Nombre del compuesto Formula PM m/z | %
de molecular calc obs
retencion
32.24 Acetato de colestan-11-ona-3-ilo C29H4803 444 444 | 1.5
32.66 Acetato de colest-5-en-24-ona-3- C29H4603 4472 442 | 3.8
ilo
32.84 Acetato de estigmasta-5,22-dien- C31Hs002 454 454 1.9
3-ilo
N\
32.98 Ergosta-5,22-dien-3-ol C28H460 398 398 6.3
\
33.06 Ergost-22-en-3-ona C28H460 398 398 | 1.9

\

(¢}

*Los picos con tiempos de retencién 31.28, 32.12 y 33.13 corresponden a olefinas derivadas de la
pirolisis del acetato.

El espectro de RMN 1H de la fraccion BuOHHf-CC indic6 la presencia de una mezcla

de esteroles, la cual fue acetilada con anhidrido acético usando piridina como

catalizador. La mezcla de reaccidn se analiz6 por CG-EM (Figura 20 y tabla 19).
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Figura 20.- Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion BuOHHf-CC.

Tabla 19. Esteroles obtenidos de la acetilacién de la fraccién (BuOHHf-CC).

Tiempo Nombre del compuesto Formula | PMcaic | m/Zz obs %
de molecular
retencion
36.8 Acetato de estigmasta-5,22- C31Hs5002 454 454 1.3
dien-3-ilo

N\

36.85 Ergosta-5,22-dien-3-ol C28H460 398 398 2.3
N\
37.0 Ergosta-3,5,22-dien-3-ol C28H440 396 396 0.8
N\

*Los picos con tiempos de retencién 34.92, 35.87 y 37.33 corresponden a olefinas derivadas de la

pirolisis del acetato.
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De la fraccion BuOHHf-D, de la separaciéon en Sephadex LH-20, se obtuvo por
precipitacion con acetona/MeOH (7:3) un sélido que se denominé BuOHHf-Dpp.
Una muestra de 40 mg del producto se puso en condiciones de acetilacién con
piridina y anhidrido acético. En el espectro de RMN 1H del derivado acetilado se
observan 3 sefales simples agudas que indican la presencia de 3 grupos hidroxilo
en el compuesto. Se observan ademas en la regiéon de los aromaticos 2 sefales
simples a: § 8.17 y 6 8.09. En 6.17 ppm se observa una sefial doble con una
constante de acoplamiento de 5.2 Hz, correspondiente al protén anomérico de un
azucar (Figura 21). En el espectro de RMN 13C (Figura 22) se observaron sefales
correspondientes a 16 atomos de carbono que corresponden a seis metinos (CH)(8
145.3, 138.9, 86.6, 80.4, 73.3 y 70.4), un metileno (CHz2) a 6 62.9, tres metilos (CH3)
(6 20.3, 20.5 y 20.7) y seis carbonos cuaternarios (§ 170.3, 169.5, 169.2, 158.4,
148.6 y 125.1), de acuerdo con los experimentos DEPT (Figura 23). En el espectro
de masas por introduccion DART (Analisis Directo en Tiempo Real) se observa el
ion molecular de m/z 395, que estda de acuerdo con la férmula molecular
C16H18N40s.

Los datos discutidos anteriormente permitieron identificar el compuesto aislado
como la inosina (Figura 24). Los datos espectroscopicos reportados en la literatura

parala 2,”3,’5’-tri-O-acetilinosina>’ corroboraron lo anterior.
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Figura 21.- Espectro de RMN-1H de la 2,3,’5"-tri-O-acetilinosina.
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La inosina es un nucleésido de origen natural proveniente de la adenosina. Tanto la
adenosina como la inosina participan en una amplia variedad de procesos
bioquimicos intracelulares y sirven como precursores monoméricos del acido
ribonucleico (ARN) y desoxiribonucleico (ADN). Originalmente, se pens6 que la
inosina no tenia efectos bioldgicos; sin embargo, estudios recientes han
demostrado que, tiene efectos como inmunomodulador y neuroprotector; también
ha sido recomendada en el tratamiento para varios tipos de padecimientos
cardiacos, desde arritmias hasta en la recuperacion de ataques cardiacos.>8

Su presencia en la familia Holothuriidae, no habia sido detectada anteriormente.

La fraccion BuOHHf-DF se puso en condiciones de acetilacién y el producto de
reaccion después de purificarse por CCFp, se identificé como el tetra-acetil-a-metil-
D-glucopirandsido (Figura 25). En el espectro de RMN 1H, se observaron 4 sefiales
simples agudas para los protones de los grupos metilo de los acetatos con
desplazamientos quimicos & 2.10, 2.08, 2.03, 2.01, ademas de las sefiales de los
protones de los metinos (H-2, H-3, H-4 y H-5) y los protones del metileno (H-6a y
H-6b), bases de los grupos OAg, las cuales se encuentran desplazadas a frecuencias
mayores, respecto a la glucosa (Figura 26). Asi mismo en el espectro de RMN 13C
(Figura 27), se observaron sefiales para 15 carbonos, los cuales corresponden a
cinco metinos (6 96.7, 70.7, 70.1, 68.5 y 67.1), un metileno (8 61.9), cinco metilos (6
55.4, 20.7, 20.66, 20.60 y 20.60) y 4 carbonos cuaternarios asignables a carbonilos
(6170.6,170.1,170.0 y 169.5), de acuerdo con los experimentos DEPT. (Figura 28,
Tabla 20). Los datos anteriores estan de acuerdo con tetra-acetil-a-metil-D-

glucopiranoésido.

Figura 25.- Tetra-acetil-a-metil-D-glucopiranésido.
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Tabla 20. Datos de RMN 1H (400 MHz) y 13C (100 MHz) del tetra-acetil-a-metil-

D-glucopirandsido.

Posicién 8 RMN 1H 8 RMN 13C
1 4.96 (d, 3.6) 96.7
2 4.91 (dd, 3.6, 10.1) 70.7
3 5.50 (t, 10) 70.1
4 5.06 (t, 10) 68.5
5 3.99 (m) 67.1
6a 4.13 (dd, 2.4, 12.3) 61.9
6b 4.28 (dd, 4.8, 12.5) 61.9
OMe 3.4 (s) 55.5
CO0- | e 170.6
--------------- 170.1
--------------- 170.0
--------------- 169.6
CH:- 2.1 (s) 20.7
2.07 (s) 20.7
2.02 (s) 20.67
2.01 (s) 20.61
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CONCLUSIONES.

El estudio quimico de las visceras del pepino de mar Holothuria floridana mostro la
presencia de triglicéridos y acidos grasos de C14 a C24 cominmente encontrados
en productos alimenticios de origen marino. Los acidos grasos libres asi como los

de los triglicéridos se identificaron como sus correspondientes ésteres metilicos.

En las visceras del holotdrido también se identific6 la presencia de esteroles del
tipo del colestanol (C27), 24-metilcolestanol o ergostanol (C28) y 24-etilcolestanol
o estigmastanol (C29), asi como sus correspondientes 33-0-xildsidos, siendo el

mayoritario el del colestanol.

A partir de las fracciones mas polares de los extractos butanoélico y acuoso de la
Holothuria floridana, se aislé un nucledsido que se identificé como inosina, la cual
no descrito anteriormente en la familia Holothuriidae. La inosina se aisl6 y purificé
como su derivado acetilado y se identific6 como 2,”3,"5’-tri-O-acetilinosina (acetato

de inosina).

Se identifico la presencia de a- y B-glucosa, que fueron identificados como sus
correspondientes productos de acetilacion: tetra-acetil-a-metil-D-glucopirandsido

y tetra-acetil-f-metil-D-glucopirandsido.
La identificacién de los componentes aislados se llevé a cabo con base en sus datos

espectroscépicos principalmente de RMN de 'H y 13C, asi como por comparaciéon

con datos reportados en la literatura.
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