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CAPITULOI.
INTRODUCCION

El hombre desde sus comienzos ha enfrentado grandes desafios en la busqueda de su
supervivencia. Al usar los recursos naturales que le rodean logra la transformacion de su
entorno para su beneficio. La naturaleza le ha aportado desde cobijo hasta alimento para su
desarrollo, y como parte de la observacion humana se han podido identificar fuentes de origen
natural con aportaciones curativas o benéficas, hecho que a lo largo del tiempo fue formando

las bases de la medicina tradicional.

El interés por conocer la composicion quimica de fuentes naturales con propiedades benéficas
comenzd en plantas y microorganismos, formando asi el estudio de los productos naturales o
metabolitos secundarios. Estos a diferencia de los metabolitos primarios no son necesarios
para la supervivencia, son poco abundantes, muy variados estructuralmente y estan presentes
solo en determinadas especies (Sarker, 2006). El estudio de los productos naturales es de
caracter multidisciplinario ya que cuenta con la intervencion de taxénomos, quimicos,
bidlogos y farmacologos entre otros. Para ello, se aplican técnicas de quimica orgénica en la
extraccion, separacion y purificacion (cromatografia), la determinacion estructural de las
moléculas aisladas se realiza con técnicas espectroscopicas y espectrométricas avanzadas

(UV, IR, RMN 'H, RMN "C y E.M.), y se analiza su posible actividad biologica.

En la actualidad, los avances cientificos y el uso de la tecnologia nos ayudan en el estudio de
mas fuentes de productos naturales, no solo en organismos terrestres sino también marinos.
Los metabolitos secundarios marinos o Productos Naturales de Origen Marino (PNOM)
comienzan a ser de gran interés para la generacion de nuevos farmacos. Se conocen
aproximadamente 15,000 productos naturales de origen marino, que representan tan so6lo una
décima parte de los terrestres si consideramos que cerca del 80 % de los seres vivos del reino
animal, habitan en el mar y, sin embargo, menos del 1 % de las especies marinas han sido

investigadas con este propodsito (Garateix, 2005).

En pepinos de mar, en algunas esponjas y peces del género Pardachirus se han encontrado

triterpenos glicosilados. Estas biomacromoléculas en especies del reino animal son raras ya



que muy pocas los producen, a diferencia de las saponinas de fuentes terrestres las cuales son
abundantes y con estructuras quimicas menos complejas, debido a su adaptacion a

condiciones ambientales diferentes (Maier, 2007).

Una gran diversidad de metabolitos se ha aislado de pepinos de mar, tales como, gangliésidos,
glicosaminoglicanos, 4cidos mucopolisacaridos, lectinas, esteroides, polihidroxidos y
triterpenos glicosilados. Estos tltimos se consideran como los metabolitos mas importantes
debido a que se ha descubierto que presenta bioactividad anticancerigena y antimicotica

(Hernandez et al., 2005).

Las saponinas  (triterpenos glucosilados), derivadas de pepinos de mar, conocidas
comunmente como holoturinas, han llamado la atencion debido a su amplio espectro de
efectos biologicos y actividad antifungica, citotdxica, antiviral y hemolitica (Muniain et al.,
2008). Estas actividades bioldgicas son indicativas de su papel en la accion de defensa externa
(Maier et al., 2001). También han servido para su estudio evolutivo, biologico y
biotecnolégico (Han et al. 2012). Desde el descubrimiento de saponinas en pepinos de mar,
mas de 150 triterpenos glicosilados han sido descritos para la clase Holothuroidea (Honey et

al. 2014).

La estructura de los triterpenos glicosilados esta compuesta por una aglicona (holostanol) con
ramificaciones variables y una cadena de oligosacaridos (unida al C-3 de la aglicona) que
comprende hasta 6 unidades de azucares que incluye a D-quinovosa, D-glucosa, D-3-O-
metilglucosa, D-3-O-metilxilosa y D-xilosa. Esta tltima cominmente puede presentarse en

forma sulfatada (Kalinin ef al., 2000. Caulier et al., 2011).

En México la especie de pepino de mar Holothuria inornata se distribuye en el Pacifico
tropical. No se tienen registros de su estudio quimico, por lo que la presente investigacion es
un aporte interdisciplinario de bidlogos y quimicos que trabajan con productos naturales
derivados de holoturoideos. Este estudio se enfoca al extracto metandlico y etandlico de piel y
visceras (todos los 6rganos internos), obtenidos con la finalidad de analizar los triterpenos

glicosilados presentes, para contribuir al conocimiento de esta especie.



CAPITULO II.
MARCO TEORICO

1. Productos naturales

Los productos naturales son metabolitos secundarios generalmente con peso molecular menor
a 2000 uma (unidades de masa atomica), producidos por un organismo vivo de naturaleza
terrestre 0 marina ya sea planta o animal (Saker, 2006). Son moléculas desarrolladas como
forma de defensa, ataque, adaptacion y/o comunicacion en el medio donde habitan (Pino,
2010). La biosintesis de estos compuestos se deriva del metabolismo primario, de procesos
fundamentales como la fotosintesis, la glucolisis y el ciclo de Krebs; la formacion de
metabolitos secundarios es infinita (Dewick, 2002). Difieren de los metabolitos primarios en
que ciertos grupos presentan una distribucion restringida, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas o animales. Se sintetizan en
pequeiias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida

a un determinado género, a una familia, o incluso a algunas especies. (Harbone, 1998).

Hay que destacar que los metabolitos tienen un importante y significativo valor medicinal y
econdmico, derivado este ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria y
farmacéutica. Un gran niimero de estos productos naturales, que ya se usaban en la medicina
antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la actualidad como
medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc. (Avalos et. al.

2009).

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales.

= Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos y aceites esenciales.
=  Compuestos fenolicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
= Glico6sidos. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos.

= Alcaloides.



Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo

primario del carbono (Avalos et. al 2009).

1.1. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que pueden definirse como compuestos no
volatiles con actividad surfactante. El nombre saponina deriva del latin sapo que significa
jabon. Estas moléculas presentan propiedades tensoactivas, produciendo espuma en
soluciones acuosas (Vincken, 2007). Son un gran grupo de moléculas de diferentes
estructuras, tales como, esteroides y triterpenos glicosilados, los cuales presentan un precursor
comun: el oxido de escualeno. La diferencia radica en que las saponinas esteroideas han
eliminado tres de sus grupos metilos, mientras que las saponinas triterpénicas los mantienen
intactos. Ademas, algunos triterpenos no presentan el sistema policiclico caracteristico del

esterano (Kim et al., 2004).

Las saponinas son conocidas por sus propiedades citotoxicas, antifingicas, bactericidas,
hemoliticas, antivirales y antiparasitarias. Algunos glicésidos pueden inhibir el crecimiento,
supervivencia, invasion y metastasis de las células cancerosas; otros tienen efectos
inmunomoduladores, o actian como inhibidores de la ATPasa sodio-potasio, e incluso
inducen apoptosis (Honey et al., 2014).Este grupo de metabolitos secundarios fue descubierto
primero en plantas (Osbourn, 1996); se encuentran ampliamente distribuidos en plantas
superiores, animales marinos inferiores y algunas bacterias (Podolack et al., 2010). En la
actualidad, se han reportado saponinas en mas de 100 familias de plantas y en pocos
organismos de origen marino (Hostettmann y Marston, 1995), tales como pepinos de mar
(Van Dyck et al., 2010), corales (He et al., 2002), estrellas de mar (Mackie et al., 1970; Maier
et al., 2008), y esponjas (Campagnuolo et al., 2001; Kubanek et al., 2002).

Nigrelli en (1952) y Yamanouchi (1955) fueron los primeros en descubrir saponinas en
pepinos de mar (Nigrelli et al, 1952) de dos especies diferentes; estos estudios
independientes establecieron la naturaleza glicosidica de estos compuestos y los denominaron
holoturinas. Desde entonces, mas de 150 han sido identificados dentro de la clase
Holothuroidea, principalmente en los 6rdenes Dendrochirotida y Aspidochirotida (Kalinin et

al., 2005).



2. Pepinos de mar

En la clase Holothuroidea se encuentran los pepinos de mar, los cuales son animales de
cuerpo blando, tubular, plano y alargado. Su nombre deriva del griego holothurion, que
significa polipos (muchos pies); también conocidos como holoturoideos o cohombros, existen
cerca de 1200 especies en el mundo y se estima que 100 especies son principalmente
comercializadas en Asia para consumo humano. Su plan corporal (a diferencia de otros
equinodermos) no presenta simetria pentdmera tipica; su simetria bilateral es externa
representada por boca y ano, la primera rodeada por un circulo de numerosos tentaculos en el
extremo anterior y el segundo situado en el extremo posterior o distal. Alcanzan tallas desde 1

mm hasta méas de 5 m de longitud total (Ferndndez, 2014).

Los pepinos de mar, en su mayoria, se alimentan de detritos, bacterias y diatomeas mezcladas
con sedimentos del fondo marino (Conand, 2006); solo unos pocos se alimentan de particulas
en suspension (Hamel y Mercier, 2008). En la red trofica ayudan a reciclar detritos,
“limpiando” la materia organica particulada que cubre rocas y vegetacion marina, jugando un
rol importante en la bioturbacion o biodegradacion de los suelos marinos o arrecifes. Algunas
de estas especies se entierran en el sedimento y se cree que ayudan a oxigenar las capas
superficiales de los sedimentos. Los pepinos de mar son depredados por una gran variedad de
organismos como estrellas de mar, cangrejos, tortugas, peces y algunos moluscos. Sin
embargo algunos pepinos de mar desarrollaron mecanismos pasivos o activos de defensa, que
son eficientes contra la depredacion (Steven, 2010). Los pepinos de mar pertenecientes a la
familia Holothuriidae, poseen ¢rganos llamados tibulos de Cuvier los cuales usa como
mecanismo de defensa, este sistema consiste en multiples tibulos situados en la parte interior
del animal, en la base de la cloaca. Cuando es atacado, el pepino de mar sufre una contraccioén
en su cuerpo que lo conduce a la expulsion a través de su ano, los tibulos expulsados se
alargan en hebras blancas adhesivas susceptibles a enredar a potenciales depredadores (Van
Dyck et al., 2009), ademas de estos tibulos expulsa otros 6rganos internos tales como el arbol
respiratorio, intestinos y gonadas, a este proceso se le conoce como evisceracion (Baharami et
al., 2014a). Algunas especies pertenecientes a esta familia han perdido los tibulos de Cuvier,
por lo que su sistema de defensa es la evisceracion, a través del ano; asi, el depredador se
centra en ingerir el tejido eviscerado y el pepino de mar permanece con vida para regenerar

las estructuras perdidas.



La clase Holothuroidea se ha agrupado a nivel de orden, familia y género. Su clasificacion se
fundamenta en métodos quimicos y biologicos (Fernandez, 2014). El método bioldgico, esta
basado en la observacidon de caracteres morfologicos externos e internos como la presencia o
ausencia de estructuras respiratorias, la forma del cuerpo, el nimero de tenticulos, la
presencia o ausencia y disposicion de los pies ambulacrales, asi como las estructuras u
ornamentaciones de la pared corporal. La coloracion es un caracter importante que ha sido
utilizado para su identificacion y clasificacion; debido a la similitud de los caracteres
morfologicos externos que presentan la mayoria de los pepinos de mar, se ha determinado
utilizar caracteres morfologicos para la determinacién a nivel especie, tales como la
combinacion y la forma de las espiculas microscopicas calcareas presentes principalmente en

la pared del cuerpo y los tentaculos (Fernandez, 2014).

El método quimico se remite al reconocimiento de la estructura molecular de sus metabolitos
secundarios, generalmente triterpenos glicosilados constituidos por una cadena lineal de
hexosas unidas a un grupo esteroideo del tipo holostano cuyas trasposiciones de grupos
hidroxilos y grupos sulfato caracterizan a las familias de los pepinos de mar (Kalinin et al.,
2005). Un ejemplo de esto es la revision de Levin et al., (1984) del estatus taxonémico del
pepino de mar Bohadschia graeffei, de acuerdo a las holoturinas aisladas y a su comparacion

con otras especiesdel género Bohadschia, se establecio el nuevo género Pearsonothuria.

3. Saponinas en pepinos de mar de la familia Holothuriidae

La familia Holothuriidae se ha estudiado cada vez mas en la busqueda de estos compuestos.
En este taxon se reconocen tradicionalmente cinco géneros: Actinopyga Bronn, 1860;
Bohadschia Jaeger, 1833; Holothuria Linneaus 1767; Labidodemas Selenka, 1867, y

Pearsonothuria Levin in Levin et al., 1984.

Un rasgo unico de esta familia es la presencia de tubulos de Cuvier en varias especies. En los
ultimos afios mas especies de esta familia han sido analizadas por el contenido de saponinas

en estos organos, la piel y las visceras.



En la familia Holothuriidae, existen saponinas abundantemente en la piel, pero también estan
presentes en los 6rganos de Cuvier y gonadas. Aunque como metabolitos secundarios no
tienen un rol explicito en el metabolismo interno, una variedad de actividades biologicas se ha

reportado que aumentan la adaptacion de supervivencia del organismo productor.

La acciéon membranotropica de estos compuestos puede servir como mecanismo de defensa
contra los depredadores; los glicosidos aumentan en cantidad en el agua circundante como
una sefial aposemadtica, advirtiendo a posibles depredadores de la impalatabilidad de los

tejidos de pepino de mar (Van Dyck et al., 2011).

Sin embargo, las saponinas también pueden atraer simbiontes como lo demuestra Caulier et
al. (2013) las cuales determiné kairomonas; también, puede regular la maduracion de ovocitos

(Kalinin et al., 2008).

La mayoria de las saponinas en esta familia son glicdsidos triterpénicos con una aglicona
derivada del lanostano con un 18(20)-lactona (Kalinin et al., 2005). La amplia gama de
actividades biologicas de los glicosidos triterpénicos es causada por una fuerte accion
membranolitica, debido a la interaccion con esteroles 5,6- insaturados de la membrana celular

que causa una saponificacion que lisa la célula (Kalinin, 2000).

3.1. Estructura de triterpenos glicosilados

Los triterpenos glicosilados encontrados en la familia Holothuriidae, se derivan del lanostano,
son llamados holostanos (Figura 1) y estan formados por dos partes: las cadenas de
carbohidratos y la aglicona, que también puede estar dividida dentro del sistema ciclico y la

cadena alifatica (Honey et al., 2014).

El sistema ciclico de la estructura del holostano estd compuesto de 19 carbonos, con un
18(20)-lactona y un 9(11)-doble enlace. Las cadenas de carbohidratos se unen al sistema

ciclico en C-3 y en C-20 estd unida la cadena de aglicona.



También se han mostrado, entre compuestos de Holothuriidae, algunas diferencias en C-12 y

C-17, donde puede haber la presencia de un hidrégeno o grupo hidroxilo, y muy rara vez en

C-16 un grupo acetoxi.
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Figura 1. Holostano, estructura caracteristica de las saponinas de la familia Holothuriidae.

Pocos de los triterpenos glicosilados encontrados en algunas especies de la familia
Holothuriidae con un 7(8)-doble enlace en lugar de uno 9(11). La presencia de este doble
enlace solo es mas caracteristica en glicésidos presentes en la familia Stichopodidae, asi que
esto podria representar un paralelismo. Solamente un compuesto (Nobiliosido A. Figura 3) ha

sido descrito con la presencia del sistema 7(8), 9(11)-dieno en pepino de mar de la familia

Holothuriidae.

La cadena lateral de la aglicona consiste en seis carbonos dispuestos en una cadena o en una
molécula ciclica y es aqui donde los triterpenos glicosilados presentan una gran variedad de
estructuras. Diecinueve estructuras diferentes han sido descritas siendo la mas comun, la que
contiene un ciclo (Figura 2, B) y que esta presente en casi la mitad de los glicosidos descritos
hasta ahora. Otra cadena comun es la cadena lineal sin dobles enlaces, hidroxilos o cetonas
(Figura 2, A). Otras diferencias en la estructura de la cadena lateral, incluyen dobles enlaces
en C-22, C-23, C-24 o C-25, algunas veces dos enlaces conjugados (C-22 y C-24 0 C-23 y C-
25), grupos hidroxilos en C-22, C-24 o C-25, grupos cetona en C-22 y presencia de un grupo

acetoxi en C-25.
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Figura 2. Cadenas alifaticas unidas al C-20 del holostano reportadas en pepinos de mar de la familia
Holothuriidae.



OH

Figura 3. Nobiliosido A.

Los carbohidratos pueden ser de uno a seis monosacaridos en una cadena lineal o ramificada.
La cadena lineal incluye de uno a cuatro monosacéridos. El primer azicar siempre es xilosa,
el segundo usualmente es quinovosa (algunas veces es glucosa, raramente otra xilosa), el
tercero es usualmente glucosa (muy raramente una xilosa o una quinovosa) y el cuarto es

siempre una 3-O-metilglucosa (Figura 4).

Casi la mitad de los triterpenos glicosilados identificados hasta ahora tienen un grupo sulfato
en C-4 de la primera xilosa, los cuales son conocidos como glicosidos sulfatados. Los
glicosidos con cinco o seis azlcares tienen una cadena ramificada desde el primer azicar
(xilosa). Una rama cuenta con cuatro monosacaridos y la segunda consiste de uno o dos
azucares. El quinto azlcar siempre es glucosa y la sexta regularmente 3-O-metilglucosa, muy

raramente quinovosa.

Los glicdsidos con una cadena ramificada de monosacaridos nunca tienen un grupo sulfatado,
mientras que la mayoria de los compuestos con una rama lineal lo tienen. La mayoria de estos

grupos sulfatados contienen sodio y rara vez no lo presenta (Honey et al., 2014).
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Figura 4. Monosacaridos usuales en cadenas de carbohidratos encontrados en triterpenos glicosilados de la

familia Holothuriidae.

La variabilidad de los triterpenos glicosilados en la familia Holothuriidae da lugar a 121
estructuras diferentes. Estos compuestos estan presentes en la piel, tibulos de Cuvier o en las

visceras de los pepinos de mar (Honey et al., 2014).

4. Analisis de saponinas por espectrometria de masas

En la caracterizacion y confirmaciéon de saponinas se ha utilizado ampliamente la
espectrometria de masas. Técnicas tales como desorcidon/ionizacion de matriz asistida por
laser - tiempo de vuelo (por sus siglas en ingles MALDI-TOF/MS) y la ionizacion por
electroespray (ESI-MS), permiten una ionizacién “suave” de biomoléculas grandes y se han
vuelto las més usadas para el andlisis de este tipo de moléculas (Bahrami et al., 2014). La
espectrometria de masas constituye una plataforma altamente sensible para el analisis
estructural de saponinas mediante la generacion de iones. La aplicacion de la técnica ESI-
MS/MS llevada a cabo usando la Disociacion Inducida por Colisiones (por sus siglas en
inglés CID) a saponinas nos proporciona una informacion estructural muy completa y con una
sensibilidad muy alta. En los espectros los picos (a menudo bastante intensos) corresponden a
los aductos de sodio de los fragmentos de la glicona de la saponina precursora, y en general la

formacion de fragmentos ocurren por la ruptura de los enlaces glicosidicos (Figura 5)
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Figura 5. Espectro (+) ESI-MS/MS de la Holothurina A (tomado de Bahrami ef al., 2015).

La elucidacion de estructuras se puede lograr por la caracterizacion de fragmentos comunes
que son clave para identificar saponinas reportadas o nuevas. En diversos estudios se ha
reportado que estos fragmentos forman aductos con metales alcalinos, todas las saponinas
detectadas en espectros en modo positivo han sido con una sola carga, como moléculas de
aductos de sodio [M + Na]’, debido a la afinidad de los cationes por los triterpenos
glicosilados. La caracterizacion de estos fragmentos facilita la elucidacion de saponinas
(Bahrami et al., 2015). Se han construido patrones de fragmentacioén y se han caracterizado
senales que han servido como huella dactilar (Tabla 1), de acuerdo con las mediciones de las
transiciones de masas generadas entre las sefiales de fragmentacion sucesivas de la colision-
activada, de esta manera en los espectros MS/MS (Figura 6) las estructuras moleculares de las
saponinas son obtenidas identificando las transiciones de masas entre los picos de

fragmentacion consecutivos de la colision-inducida (Bahrami et al., 2014).

Tabla 1. Iones clave en MS/MS para la identificacion de saponinas de holoturias (Bahrami et al., 2015).

Tones de identificacion CID de espectros de saponinas [M + Na]”

Sefiales m/z (Da) 493 507 643 0 625 639 0 657
MeGlc-Gle-Xyl- MeGle-Gle-Xyl-
Identificacion MeGlc-Gle-  MeGle-Gle- Xyl+ Na = 625 Qui+ Na =639
quimica Xyl + Na Qui+Na  MeGle-Gle-Xyl-Xyl  MeGle-Gle-Qui-Xyl

+ H,O + Na = 643 + H,O + Na = 657
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El CID puede aportar valiosa informacion estructural de la naturaleza de los residuos de
carbohidratos, ya que preferiblemente segmenta la molécula de la glicona en sus enlaces
glicosidicos, lo que hace que la asignacion de residuos de azicar y la elucidacion de la

estructura sea relativamente directa.

Figura 6. Espectro (+) ESI-MS/MS. Fragmentos de la glicona de saponinas detectados menores de 1287.6 m/z
(tomado de Bahrami ef al., 2015).

5. Género Holothuria Linneaus, 1767

El género estd constituido de aproximadamente 200 especies, 28 de las cuales han sido
estudiadas quimicamente, aislandose glucdsidos triterpénicos. Estas 28 especies, representan a
catorce de los dieciocho subgéneros actualmente aceptados para el género. Ochenta de los 121
glicosidos reportados para la familia Holothuriidae se han encontrado en este género y la

mayoria de ellos (42) estan sulfatados (Honey et al., 2014).
6. Subgénero Halodeima Deichmann, 1958
Para este subgénero, se han estudiado un total de seis especies, donde se han descubierto doce

triterpenos glicosilados, 3 sulfatados y 9 no sulfatados (Tabla 2). Tres de estas especies se

estudiaron para el Indo-Pacifico y las restantes, para el mar Caribe.
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Tabla 2. Triterpenos glicosilados de especies del subgénero Holoideima (Honey et al., 2014).

Holothuria (Halodeima)

atra edulis floridana grisea mexicana Pulla

Equinésido A
(Holoturina Aj)
Equinésido B
(Holoturina B;)
Holoturina A
(Nobilisido I)
Sulfatado Holoturina A; X

Holoturina B

X X X

X X

b

Holoturina B,
Holoturina B;
Isdmero Holoturina B/B4

ol BB e R I

Desholoturina B

No Sulfatado Griseasido A X

17-dehidroholoturinosido A
( Holoturinosido E)
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Figura 7. Triterpenos glicosilados sulfatados y no sulfatados reportados en especies del subgénero Halodeima.

~15 ~



7. Objeto de estudio

7.1. Estatus taxondmico

Tabla 3. Estatus taxondmico de la especie Holothuria inornata (foto: Dra. Magali Honey-Escandon).

Phylum Echinodermata Klein, 1734
Clase Holothuroidea Blainville, 1834
Orden Aspidochirotida Grube, 1849
Familia Holothuriidae Ludwig, 1894
Género Holothuria Linnaeus, 1767
Subgénero Halodeima Deichmann, 1958

Especie Holothuria inornata Semper, 1868

7.2. Holothuria inornata Semper, 1868

Organismo grande, alcanzan hasta 200 mm de longitud. 20 tentaculos. Pies ambulacrales
ventrales cilindricos, no contraidos. Superficie dorsal generalmente con cuatro a seis filas de
verrugas pequefias, papilas pequefias y con pies ambulacrales mas pequenos, mas o menos
cilindricos dispersos entre ellas. Canales pétreos pequefios, numerosos, cada uno con una

madreporita. De tres a cuatro vesiculas de Poli.

Espiculas de la capa externa de la superficie dorsal en forma de mesas con el disco pequefio o
totalmente reducido, a menudo con algunas espinas marginales, espira bien desarrollada, con
una barra transversal, cuatro dientes erguidos y ocho proyecciones laterales. La capa interna
de la superficie dorsal con placas perforadas pequenas dispersas, tienen de dos a cuatro
orificios centrales grandes y unos pocos marginales mas pequefios, margen con un diente

embotado derivado de una barra bifurcada.

Papilas y pies dorsales con la placa terminal vestigial o ausente y gran cantidad de barrotes
rectos con los extremos perforados. Espiculas de la capa externa de la superficie ventral en
forma de mesas similares a las del dorso pero aproximadamente la mitad del tamaio,

generalmente reducidas con el disco o los dientes embebidos.
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Figura 8. Ejemplar de Holothuria inornata (tomado de Prieto, 2014).
Vista dorsal (A), vista ventral (B).

Pies ambulacrales ventrales con placa terminal y con grandes placas de soporte, desarrolladas
mas o menos simétricamente con dos orificios amplios en el centro; ademds barrotes rectos
iguales a los del dorso, pero en menor cantidad. Color de los individuos preservados: casi
negros con un tinte rojizo a gris, verrugas rojizas, apéndices oscuros y tentaculos negros

(Solis-Marin et al., 2009).

Figura 9. Espiculas de Holothuria inornata (tomado y modificado de Solis-Marin ef al., 2009). A. Mesas de la
pared del cuerpo vista lateral. B. Placa perforada de la pared del cuerpo. C. Mesa de la pared del cuerpo

vista superior. D. Barras o placas perforadas.
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7.3. Distribucion de Holothuria inornata

Holothuria inornata ha sido registrada en aguas someras de la zona intermareal de 0 a 18 m
de profundidad, en habitats rocoso-arenoso (Alvarado y Solis-Marin, 2013). En México se
encuentra, en el Golfo de California: Sonora, Sinaloa y La Paz. En el Pacifico mexicano:
Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Islas Clarion y Socorro; en Costa
Rica: Isla del Coco; en Panama; en Ecuador: Isla Galapagos y en Pera: Zorritos, Punta Sal,

Isla Foca e Islas Lobos de Afuera (Solis-Marin et al., 2009).

Figura

7.4. Ecologia de Holothuria inornata.

Los pepinos de mar representan una parte importante de los ecosistemas ya que dominan la
megafauna de invertebrados de los fondos de aguas profundas y llegan a representar el 90%
de la biomasa, Holothuria inornata es una especie dioica, sin diformismo sexual, presenta
gonadas ramificadas y ambos sexos alcanzan la madurez en junio (verano) (Prieto, 2014). Se
hallan en fondos rocosos-arenosos cubiertos de arena o escondidos entre las roca; se

alimentan de materia organica presente en el suelo

El ciclo reproductivo es semicontinuo; los periodos de fecundacion abarcan los meses de
septiembre y octubre. La fecundacion es externa, se desarrolla primero una larva auricularia y
posteriormente una larva doliolaria. Finalmente, se establecen en el fondo del mar y pasan ahi
su vida como adultos. La reproduccion en Holothuria inornata puede ser de forma asexual y

sexual. En la poblacion de H. inornata de Michoacan, la talla de maduracion gonadica es de
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22 cm de longitud; con una edad calculada para este tamafo de cinco afios (Ramos-Ramirez,

2013).

8. Investigaciones de productos naturales de origen marino en México

La busqueda de nuevos fairmacos de origen marino no se lleva a cabo Unicamente en los
paises mas desarrollados del sector farmacéutico a escala mundial, sino que sobresalen otros

como China, India, Israel, Puerto Rico y Taiwan (Garateix, 2005).

Entre los organismos marinos mas estudiados por instituciones mexicanas, figuran las algas,
esponjas y moluscos (Fernandez, 2014). En cuanto a los pepinos de mar Iiiiguez et al. (2005)
caracterizoé a las holothurinas parvimésido A y B extraidas de Stichopus parvimensis por

RMN vy no se realizaron pruebas de bioactividad.

Munoz (2011) estudid los extractos crudos de Isostichopus badionotus y Astichopus
multifidus y las fracciones obtenidas de ellos se usaron para probar cierta letalidad en Artemia
salina y Giardia intestinalis. Se analiz6 el potencial toxico de 1. badionotus y se observd que
sus extractos crudos mostraron actividad antiparasitaria pero al realizar los fraccionamientos
se perdi6 dicha actividad. Por el contrario el extracto crudo de A. multifidus no presentd
actividad antiparasitaria, pero si la presentd6 cuando se llevdé a cabo el fraccionamiento;

ademas resulto ser un agente antiproliferativo sobre varias lineas celulares.

Acosta (2011) estudid el potencial antiparasitario de Holothuria floridana, Holoturia grisea,

Holothuria mexicana y un hibrido de H. floridana y H. mexicana.
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CAPITULO IIlI.
JUSTIFICACION

Los estudios de triterpenos glicosilados en pepinos de mar del género Holothuria se han
realizado principalmente en paises como Australia, Francia, Japon, China, Rusia, India y
Bélgica con especies distribuidas en el océano Indico y Pacifico oeste. Estas sustancias son
especificas para los diferentes grupos taxondémicos de los pepinos de mar y representan
buenos modelos para el estudio sobre evolucion bioquimica, ademas de tener un amplio
espectro de efectos biologicos: hemolitico, antiflingico, citotéxico e inmunomodulador. En
Meéxico se han realizado estudios de este género para especies que se distribuyen en el Océano

Atlantico.
Actualmente no se cuenta con un amplio estudio sobre la composicion quimica para las

especies de Holothuria presentes en el Océano Pacifico mexicano, en particular Holothuria

(Halodeima) inornata.

~20 ~



CAPITULO IV.
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

En todas las especies estudiadas de Holothuria, se han encontrado triterpenoides glicosilados
caracteristicos de este género; el estudio de Holothuria (Halodeima) inornata, especie no
estudiada hasta ahora, resultard en el aislamiento de triterpenoides glicosilados nuevos,
conocidos y/o derivados de los ya reportados en la literatura, los cuales han mostrado

actividades biologicas interesantes.

2. Objetivo general

Realizar la extraccidn, separacion y caracterizacion de los triterpenos glicosilados presentes
en la piel y visceras de la especie Holothuria (Halodeima) inornata para contribuir al estudio

quimico en pepinos de mar presente en costas mexicanas del Pacifico.

2.1. Objetivos especificos

I.  Recolectar ejemplares de Holothuria inornata presentes en las costas
mexicanas del Océano Pacifico y obtener los extractos hidrometanolicos e

hidroetandlicos crudos de piel y visceras.

II.  Separar los componentes mediante procesos de reparto (particion) liquido-
liquido y emplear técnicas cromatograficas para identificar y purificar

triterpenos glicosilados.
III.  Caracterizar a las moléculas obtenidas mediante métodos de espectrometria de

masas, comparando las fragmentaciones reportadas en la literatura de los

triterpenos glicosilados conocidos con los obtenidos.
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CAPITULO V.
METODOLOGIA

1. Material y equipo

Los disolventes, hexano (Hex), diclorometano (DCM), cloroformo (CF) y butanol (ButOH)
empleados fueron grado HPLC marca Sigma-Aldrich®, y el metanol (MeOH) y etanol

(EtOH) se adquirieron comercialmente y se bidestilaron en el laboratorio.

El monitoreo de los extractos se llevo a cabo por medio de cromatografia en capa fina (CCF)
con cromatofolios de silica gel 60G/UV254 20X20 cm y 0.20 mm de la marca MARCHERY -
NAGEL. Como método de revelado se utiliz6 luz ultravioleta emitida de una ldmpara portatil
modelo MODER-UVLS-26 con longitud de onda de 254 nm y posteriormente se us6 como
agente cromogénico una solucioén de p-anisaldehido-acido sulftrico: p-anisaldehido (0.5 mL)
mezclado con acido acético glacial (10 mL), MeOH (85 mL) y acido sulfurico concentrado (5
mL). En la purificacion de extractos se utilizd6 Amberlita XAD-4® (Sigma Aldrich St. Louis,
MO, USA.) y el monitoreo de sales inorganicas con nitrato de plata (AgNO;) 10 %. En la
filtracion de algunos extractos se utilizd papel filtro cualitativo, circular de 125mm O
Whatman™., En la centrifugacion de los extractos hidréetanolicos de la maceracion se utilizd
una ultracentrifuga marca BeckmanCoulter® modelo J2-21. Para la eliminacion de solventes
y recuperacion de los mismos del extracto, se utilizé un rotaevaporador de la marca BUCHI
R114 y bafio de agua BUCHI B-480. La lectura de placas Elisa se llevé acabo en un lector de
absorbancia de la marca BioTek modelo Synergy HT® (Instruments Inc. V.T., US)

Para los analisis de Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (UPLC), el equipo UPLC
marca Waters Acquity System, Modelo Xevo TQ® (Waters, Manchester, UK), utilizo una
columna Acquity UPLC® BEH C18 de 1.8 um con una dimension de 2.1 mm x 100 mm. En
la determinacion de los espectros de masas ESI se utilizé un espectrometro modelo Xevo®-
TQMS marca Waters y para determinacioén de espectros de masas MALDI-TOF se utiliz6 un

espectrometro modelo Microflex™ marca Bruker.
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2. Diagrama general de trabajo

Recoleccion e identificacion taxondémica
Holothutria (Halodeima) inornata

Diseccion de organismos

Piel Viscera

| I
Maceracion
EtOH 70% y MeOH 70%
4°C, 3 dias

Particiones Liquido-Liquido (1:1)

n-Hex

MeOH 90%
| Ajuste de MeOH

DCM

|
MeOH 80%
| Ajuste de MeOH

CF

MeOH 60%

Evaluacion Hemolitica

CCA
Eliminacion de Sales
Obtencion de Fracciones

Gradiente
H,0:MeOH

Seleccion de Fracciones
Particion ButOH

MALDI-ToF
(+) ESI

| LC-MSMS |
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3. Recoleccion e identificacidon taxonomica

Los especimenes de Holothuria (Halodeima) inornata (Hi) se recolectaron en la costa del
puerto de Acapulco, ubicado en el municipio de Acapulco de Juarez, estado de Guerrero, en el
suroeste del Pacifico Mexicano a 420 km de la ciudad de México. Estas costas colindan al
norte con los municipios de Coyuca de Benitez, Chilpancingo, al este con San Marcos y al sur
con el Océano Pacifico. La Bahia de Acapulco (Figura 11) se encuentra en las coordenadas

16°49° 25.29” Ny 99° 54’ 42.67” E y queda delimitada por la sierra Madre del Sur.

Figura 11. Punto de colecta de Holothuria inornata.

Los ejemplares fueron recolectados mediante buceo auténomo por la Dra. Magali Honey-
Escandon del Instituto de Quimica de la UNAM, y se colocaron en una cubeta con agua de

mar para su traslado al hotel y determinacion taxondémica.

Para identificar la especie se reviso la forma y diversidad de las espiculas. Para ello se realizo
un corte de la piel del dorso de la holoturia, se colocd en un portaobjetos, y se anadieron tres
gotas de hipoclorito de sodio al 7% (m/v). Se dejo sumergido en esta solucion durante 1

minuto para favorecer que las espiculas queden libres de tejido. Se observaron las espiculas
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con el microscopio empleando el objetivo de 40X y se compararon con las reportadas en la

literatura (Solis-Marin et al., 2009).

Posteriormente, los pepinos de mar se guardaron dentro bolsas de plastico y se almacenaron
en un tanque de nitrogeno liquido. De regreso a la capital, se conservaron en un
ultracongelador del laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas del Instituto de Quimica

de la Universidad Nacional Autonoma de México.

4. Preparacion de la muestras y extraccion (segun Van Dyck et al., 2009)

Para la obtencion del extracto se diseccionaron los ejemplares de H. inornata haciendo un
corte de la cloaca hacia la boca, recortando el anillo calcareo, se separé la piel (la cual fue
cortada en trozos) de las visceras (todos los 6rganos internos); se licuaron y se maceraron por

separado en MeOH:H,O 7:3 durante dos dias a una temperatura aproximada de 4°C.

Después de dejar reposar las muestras, se procedio a centrifugar con una ultracentrifugadora
Beckman Coulter a 20000 RPM durante 20 minutos a 4°C. Este proceso de maceracion se
realiz6 tres veces y tres mas con EtOH:H,O 7:3. El sobrenadante se recupero y se conservo en

refrigeracion. Los pellets resultantes se guardaron y se almacenaron en ultracongelador.

El sobrenadante se seco en un rotaevaporador marca Biichi (LabTech Nick AG) y una bomba

marca SEV y el producto seco se recuperé con metanol al 90%.

5. Procesos de reparto (particion) liquido-liquido en piel y viscera (segin Van Dyck et al.,

2009)

Posteriormente se realizd la extraccion liquido-liquido que elimina moléculas que puedan
afectar la caracterizacion de los triterpenos glicosilados. Este procedimiento se realizo de la

misma manera pero por separado en los extractos de piel y viscera.
El concentrado se redisolvié en MeOH al 90%, se coloc6 en un embudo de separacion y se

agregd hexano para tener un volumen 1:1, se agitd vigorosamente y se dejo reposar durante

12 horas. Después se retird el hexano y se agregd nuevo hexano para tener un volumen 1:1;
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este procedimiento se realizo tres veces.

Luego se ajustd el volumen de agua para tener el extracto en MeOH al 80%, se agrego
diclorometano (DCM) para tener un volumen 1:1, se agitd vigorosamente y se dejé reposar
durante 12 horas. Después se retird el DCM; y se agregd nuevamente DCM para obtener un

volumen 1:1; este procedimiento se realiz6 tres veces.

Finalmente se ajustd el volumen de agua para tener el extracto en MeOH al 60%, se anadid
cloroformo para tener un volumen 1:1, se agité vigorosamente y se dejo reposar durante 24
horas. Se desecho el cloroformo, se agregd de nuevo cloroformo para tener un volumen 1:1;
este procedimiento se realizd tres veces. Posteriormente se concentro la solucion resultante

con rotaevaporador y se procedio a purificar la muestra por cromatografia en columna.

5.1. Evaluacion de la actividad hemolitica

En este bioensayo, se utilizaron eritrocitos humanos provenientes de un donador sano. La
sangre se extrajo mediante una jeringa de 3 mL; la venopuncidon se realizdo en la fosa
antecubital. En la parte anterior del brazo, frente y bajo del codo, donde se localizan un gran
nimero de venas, relativamente proximas a la superficie de la piel. Inmediatamente se
colocaron los 3 mL de sangre extraida en 50 mL de solucion Alsever (glucosa 0.11 M, citrato
de sodio 0.03 M, cloruro de sodio 0.07 M, acido citrico 0.002 M). Se centrifugd a 2500 rpm a
4° por cinco minutos. El sobrenadante se elimind con cloro y los eritrocitos se lavaron con

solucion Alsever. La operacion se repitié dos veces.

Se prepard un stock de 1 mg/ml de la fraccion obtenida y se prepararon diluciones con la
sangre para obtener un rango de concentraciones de 1 a 10 mg/mL. Las muestras se
incubaron por 30 minutos y posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min a 4° C y se
ley6 en un espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm en una celda de cuarzo. Se
utilizaron eritrocitos suspendidos en solucion Alsever como control negativo (0% de

hemolisis) y eritrocitos en agua desionizada como control positivo (100 % de hemolisis).
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6. Purificacion de los extractos

Para realizar la purificacion, la muestra concentrada fue diluida en 50 mL de agua, se colocéd
en una columna (50 cm largo x 5 cm @) empacada con amberlita (200 g) Para separar las sales
inorganicas contenidas en la muestra, se inici6 la elucion con agua destilada 100% tomando
eluatos de 200 mL con un flujo de 10 mL por minuto, y su ausencia se monitoreo tomando 1
mL de cada eluato y agregando tres gotas de AgNOs, el cual forma precipitado color blanco
en presencia de cloruros. Una vez que se dejo de observar la formacién de precipitado al
agregar AgNOs; se eluyd con H,O:MeOH en un gradiente de MeOH de 25%, 50%, 75% y
finalmente MeOH 100%. Los eluatos obtenidos se concentraron a rotavapor y el monitoreo
fue en CCF utilizando como solucion reveladora p-anisaldehido para identificar las saponinas

purificadas.

Las fracciones obtenidas fueron reunidas de acuerdo al andlisis de las CCF reveladas con p-
anisaldehido. Posteriormente las fracciones reunidas fueron concentradas y se diluyeron cada
una en agua destilada (10 mL). Se colocaron dentro de embudos de separacidon para
someterlas a una ultima particion liquido-liquido con n-butanol (10 mL); se agitd
vigorosamente y se dejo reposar durante 12 horas. La fase acuosa se desechd y se conservo la

fase organica que es la que contiene las saponinas.

7. Espectrometria de masas (MS)

Las fases de n-butanol obtenidas, fueron analizadas por espectrometria de masas (+) MALDI-
TOF/MS y (+) ESI-MS para la identificacion molecular. En modo positivo, todos los iones
detectados son especies sodio-coordinadas como [M + Na]' correspondientes a saponinas

sulfatadas y no sulfatadas.

7.1. Espectrometria de masas de desorcidon/ionizacion laser asistida por matriz - tiempo de

vuelo (MALDI-TOF/MS)
El andlisis por MALDI-TOF fue llevado a cabo en modo ion positivo del espectro de masas
para los datos sobre un rango de masa de 500 a 2000 Da, operado con laser de Nitrogeno a

longitud de onda de 337 nm, polaridad positiva y voltaje de aceleracion de 20 kV.
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7.2. Espectrometria de masas de ionizacion por electroespray (ESI-MS)

Los espectros de masa obtenidos por ESI fueron adquiridos en modo positivo, con voltaje
capilar de 3.90 kV y un voltaje de cono de 88 V. El cono de voltaje de extraccion, 7 V;
temperatura de fuente de ion, 150 °C; temperatura de desolvatacion 300 °C, tasa de flujo de
gas de desolvatacién, 798 L h™'; La adquisicion de datos se llevé a cabo usando el programa
Water MassLynx (V4.1, Waters Corporation, Milford, CT, USA). Los espectros se analizaron

en un rango de masa de 100 a 2000 m/z usando el modo de adquisicion continuo.

Las muestras fueron infusionadas a una velocidad de flujo de 5 pL/min, y para la dilucion de

las muestra se us6 H,O MilliQ.
8. Cromatografia de liquidos de ultra rendimiento (UPLC)

Para la analisis de muestras por UPLC, se utilizé un tiempo de corrida de 5 min., y para la
fase movil por gradiente (Tabla 4) se usé como solvente A agua con 0.01 % de acido formico
y como solvente B acetonitrilo con 0.01 % de acido formico. El volumen de flujo fue de 5.0

uL/min.

Tabla 4. Gradiente UPLC.
Velocidad de  Solvente

Tiempo

(min) (MFLIESH) %A %B
0.0 0.6 950 5.0
1.0 0.6 95.0 5.0
1.5 0.6 50 95.0
3.5 0.6 50 95.0
4.1 0.6 950 5.0
5.0 0.6 950 5.0
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CAPITULO VI.
RESULTADOS

1. Recoleccion de Holothuria (Halodeima) inornata

Se realiz6 la campana de colecta en el mes de marzo de 2014. Los ejemplares de Holothuria
inornata recolectados fueron identificados siguiendo la metodologia Solis-Marin et al., 2009.
Los organismos presentaron tallas desde los 5 cm hasta los 25 cm. No se registré el nimero
de organismos recolectados. El peso himedo de todos los organismos colectados fue de 1.5

Kg.

2. Obtencidn de extractos

Para la obtencion de extractos, los ejemplares de Holothuria inornata, se diseccionaron
separando la piel de la viscera (todos los o6rganos internos). Ambas partes fueron maceradas
con MeOH:H,0 7:3 y EtOH:H,0 7:3 conforme al método propuesto por Van Dyck et al.,
(2009). Los extractos fueron filtrados con la ayuda de papel filtro Whatman™ para eliminar
particulas de tejido y el contenido de detrito presente en las visceras, después los extractos

fueron concentrados a sequedad a presion reducida en un rotaevaporador a una temperatura de

45°C.

Tabla 5. Rendimiento de extractos.

Extracto Extracto Peso Peso

piel viscera  seco seco
(L) (L) piel  viscera
(2) (2)

4.00 3.00 5.02 4.54

Figura 12. Piel de Holothuria inornata.
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2.1. Particion liquido-liquido de los extractos de piel y viscera

Al diluir los extractos secos en MeOH al 90%, se form¢ un precipitado color blanco-amarillo
(Pp. B-A), los extractos fueron filtrados usando papel filtro Whatman™. Los extracto
filtrados se sometieron a procesos de reparto (particiones) liquido-liquido en proporcion de
1:1, estos procesos se repitieron tres veces para cada solvente empezando con hexano, al
término de éste, la solucion hidrometanolica se ajustdo a MeOH al 80 % y la particion se llevo
a cabo con diclorometano (CH,Cl,, DCM), por ultimo, se ajust6 la solucion hidrometanolica a
MeOH al 60 % y el proceso de reparto se realizd con cloroformo (CHCls). En la particion con
hexano, la fase hidrometandlica qued6 abajo, mientras que con CH,Cl, y CHCI;, la fase
hidrometanoélica quedo arriba (Figura 13). En el proceso de reparto con cloroformo se formé
una emulsion entre las fases hidrometandlica y organica, por lo que el tiempo de reposo para
esta particion fue mayor que los de hexano y DCM ademads de conservarlo refrigerado a la
temperatura de 4°C. Las fases organicas e hidrometanolicas fueron concentradas con
rotaevaporador una temperatura de 45°C y a presion reducida y sus pesos fueron registrados

en la Tabla 6 y 7 respectivamente.

Tabla 6. Peso seco de las fases organicas de las particiones en
extractos de piel y visceras.

Pp. Particion
Extracto B-A  n-Hex CHCl;
CH,Cl
(& (mg) Chmg) o)
Piel 0.50 36.4 142.2 70.1
Viscera 0.30 25.8 148.9 50.0

Tabla 7. Peso seco de las fases hidromendlicas de los extractos de

piel y viscera después de las particiones.

Peso Peso
piel (g) viscera (g)
4.28 4.02

Figura 13. Embudos de separacion.
A. Particion con MeOH:H,O/DCM.
B. Particidon con MeOH:H,0O/ Hexano
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Los extractos hidrometanolicos presentaron actividad surfactante (Figura 14) al momento de
ser concentrados a sequedad en el rotaevaporador. Después de las particiones liquido-liquido,
los extractos secos de las fases hidrometanolicas se analizaron por cromatografia en capa fina
(CCF). La fase movil utilizada fue CHCl;:MeOH (7:3), como agente revelador se utilizd p-

anisaldehido y se calent6 por 10 segundos a 100°C sobre una parrilla de calentamiento.

Figura 15. CCF de viscera (izq.) y piel (dcha.) de los

extractos hidrometandlicos con particiones.

Figura 14. Extracto hidrometandlico de piel en
rotaevaporador con actividad surfactante. A) A
presion y temperatura ambiente. B) A presion

reducida y temperatura de 45°C.

En la CCF (Figura 15) de los extractos de piel y viscera de H. inornata se observaron marcas
a diferentes Rf (relacion de frentes) y en tonalidades de color verde, morado y violeta,
producidos por la reaccion de la solucién reveladorade p-anisaldehido con compuestos
glicosilados. Posterior a este analisis se hizo la prueba de hemolisis de ambos extractos (de

piel y viscera).

3. Prueba hemolitica de los extractos de piel y viscera

La prueba hemolitica se realizd6 en ambos extractos piel y viscera con particiones,

concentrados a sequedad y con las mismas condiciones y concentraciones, la prueba
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hemolitica se llevoé a cabo en una placa de Elisa de 96 pozos y medida en un lector de

absorbancia BioTek®. La lectura de absorbancia de los pozos se muestra en la Tabla 8

Tabla 8. Lectura en absorbancia de placa Elisa con extracto de piel y viscera. B: 0.1 mg/mL, C: 0.2 mg/mL, D:
0.5 mg/mL E: 0.7 mg/mL F: 1.0 mg/mL. 1-3: repeticiones para piel. 4-6: repeticiones para viscera.

1 2 3 4 5 6 o

A 0.057 0.055 0.055 0.055 0.054 0.054 | Extr. Piel

B 0.057 0.062 0.071 0.066 0.071 0.130 _ Extr. Viscera

C 0.067 0.070 0.093 0.063 0.094 0.079 " Control negativo
D 0.110 0.106 0.093 0.068 0.085 0.082 | Control positivo
E 0.117 0.083 0.104 0.100 0.085 0.072 | Sol. Alsever

F 0.084 0.110 0.100 0.097 0.102 0.107 *Lecturas dadas en Abs
G 0.067 0.076 0.052 0.057 0.076 0.045

H 0.055 0.056 0.065 0.056 0.058 0.056

Grafica 1. Prueba de hemdlisis de los extractos de piel y viscera.

Los resultados de la lectura de la placa se graficaron utilizando el programa OriginLab®. En
la Grafica 1 se muestra en el eje X la concentracion de los extractos y en el eje Y la lectura de
absorbancia del lector de placas. En ambos extractos, de piel y viscera, se muestra una
tendencia de aumento en la absorcién de acuerdo al incremento de la concentracion del

extracto.
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4. Cromatografia de columna con amberlita (CCA)

Los eluatos obtenidos por columna con amberlita de extractos concentrados de piel y viscera
con particiones de Holothuria inornata (Hi) se analizaron por CCF, usando p-anisaldehido

como agente revelador.

Tabla 9. CCA del extracto de Piel/Hi.

., . Clave
. Proporcion Fracciones Peso
Fracciones  Eluyente 0 . Extractos
%o Reunidas  mg 1
Butandlicos
01-15 H,O 100 01-15 -- --
16-50 H,O0:MeOH 75:25 23-50 32 HiP-A
51-84 H,O:MeOH 50:50 53-84 25 HiP-B
85-107  H,O:MeOH 25:75 89-107 72 HiP-C
108-133 MeOH 100 110-132 17 HiP-D
Tabla 10. CCA del extracto de Viscera/Hi.
., . Clave
. Proporcion  Fracciones Peso
Fracciones  Eluyente o . Extractos
Z Reunidas mg (1
Butandlicos
01-12 H,O 100 01-12 -- --
13-49 H,O0:MeOH 75:25 16-30 25 HiV-A
32-40 14 HiV-B
50-95 H,O0:MeOH 50:50 50-85 22 HiV-C
96-115  H,O:MeOH 25:75 96-111 45 HiV-D
116-157 MeOH 100 116-157
50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62

Figura 16. Cromatografia en capa fina de fracciones obtenidas por cromatografia en columna de amberlita
(CCA) del extracto de viscera de Holothuria inornata. El nimero debajo de cada carril indica el nimero
de la fraccion, de 157 fracciones, s6lo se muestran de la 50 a la 62 de manera representativa. Se uséd

como fase movil CHCl;:MeOH ( 7:3).y agente revelador p-anisaldehido.
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5. Espectrometria de masas de extractos butanolicos

Las fracciones obtenidas de la CCA se reunieron con base en la semejanza de sus
componentes (Tablas 9 y 10) obteniendo cuatro nuevas fracciones de piel y cuatro mas de
viscera, de las cuales se realizd un ultimo proceso de reparto con n-butanol. Estos extractos
butandlicos se concentraron y se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF y ESI,
ambas técnicas se realizaron en modo positivo. Se buscaron masas desde los 750 a los 2000
Da. En algunas muestras las masas encontradas eran menores a las reportadas para saponinas

encontradas en holoturias, de éstas, no se muestra ninglin espectro.

5.1. Espectrometria de masas en extractos butandlicos de piel

Los extractos butandlicos de las fracciones de piel de HiP-A, HiP-B, HiP-C y HiP-D se
analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF, utilizando 4cido sinapinico como
matriz. Las muestras HiP-A y HiP-B mostraron masas menores a 750 Da. Sélo en HiP-C se
observaron masas que iban de los 800 a los 1500 Da. Para la muestra HiP-D no se logro

obtener espectro MALDI.

Figura 17. Espectro de masas (+) MALDI-TOF del extracto butandlico de HiP-C (fracciones 89-107).
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En el espectro (Figura 17) del escaneo completo de la muestra HiP-C, se observaron 14 picos
que pueden corresponder a saponinas 893.2355, 948.8600, 951.6764, 1009.4132, 1025.6077,
1067.8541, 1125.5909, 1141.7854, 1185.4401, 1243.1769, 1281.1987, 1287.5356, 1303.7301,
1319.2205 m/z, de las cuales cinco (indicadas con 6valos de colores) corresponden a masas de

holoturinas reportadas por Baharami et al., 2014 (Tabla 12).

Posteriormente se analiz6 la misma muestra fraccion HiP-C por espectrometria de masas ESI
en modo positivo y con una ventana de escaner de 700 a 1600 Da, obteniéndose un espectro
(Figura 18) donde se observan 31 picos con diferente intensidad. Soélo cuatro (indicadas con

6valos) se identifican como masas reportadas de holoturinas por Bahrami ef al., (2014).

Figura 18. Espectro de masas (+) ESI de HiP-C.

En ambos espectros (+) MALDI y (+) ESI de HiP-C, se observan iones moleculares de 1125
m/z y 1243 m/z, En cambio, en el espectro de (+) MALDI no se presentan los picos de los
iones moleculares de 889 m/z y 1127 m/z presentes en el espectro de (+) ESI. Asi mismo, en
el espectro de (+) ESI no se observan los picos 1141, 1287 y 1303 m/z presentes en el

espectro de masas (+) MALDI de la misma muestra.
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Figura 19. Espectro de masas (+) ESI de HiP-D.

La muestra HiP-D por espectrometria ESI modo positivo muestra en el espectro (Figura 19)
diferentes picos en masas de los 800 a las 1500 Da, pero ninguna se identifica con un peso

reportado para holoturinas.

5.2. Espectrometria de masas en extractos butandlicos de visceras

Los cuatro extractos butandlicos de viscera de Holothuria inornata se analizaron por (+)
MALDI-TOF con diferentes matrices [4cido a-ciano-4-hidroxicindmico, 2-(4-hidroxifenilazo)
benzoico (HABA) y 4cido sinapinico] pero s6lo se logro obtener un espectro (Figura 20) con
sefiales entre los 800 y 1500 Da de la muestra HiV-B con matriz 4cido a-ciano-4-
hidroxicindmico. En el espectro (+) MALDI-TOF de HiV-B (Figura 20) con una ventana de
escaneo de los 800 a los 1500 Da, solo se observaron tres picos, con una m/z de 1058.4504,
1085.6710 y 1186.8758 respectivamente. Ninguno de estos corresponde a masas de

holoturinas reportadas.
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Figura 20. Espectro de masas (+) MALDI-TOF HiV-B (extracto butanolico de fracciones 32-40).

So6lo la muestra HiV-D fue infucionada de forma directa en (+) ESI. Esta muestra esta
formada por el mayor nimero de fracciones obtenidas de la CCA de viscera que van de la
fraccion 96 a la 157, esto para observar su complejidad en compuestos presentes que pudieran

corresponder a pesos de holoturinas (Figura 21).

Figura 21. Espectro de masas (+) ESI de HiV-D.
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El espectro de (+) ESI de la muestra HiV-D se obtuvo en modo continuo, y presenta
claramente 54 picos entre los 800 y 1500 Da. De las masas observadas en el espectro de HiV-
D (Figura 21), seis de los picos presentan masas m/z, las cuales corresponden a las masas

reportadas en holoturinas.

5.3. UPLC-ESI/MS de los extractos butanolicos de la piel

En el andlisis de iones moleculares de la muestra HiP-C, se us6 el equipo UPLC tandem (+)
ESI/MS en modo MRM (Monitoreo de Miltiples Reacciones, por sus siglas en inglés), y las
m/z que se usaron para identificar holoturinas fueron 951.8, 1125.9, 1243.0 y 1300.1 m/z. El
pico de 951.8 m/z fue seleccionado por mostrar mayor intensidad de colision en el espectro de
ESI/MS HiP-C (Figural8), los picos 1125.9 y 1243.0 m/z fueron seleccionados por su masa
nominal, que estd reportada en holoturinas. El pico de 1300.1 m/z se eligid para intentar

determinar si correspondia a una holoturina.

Para estos iones (16n molecular) se corri6 la rutina IntelliStar del programa MassLynx para la
determinacion de los iones fragmentos (Tabla 11), que fueron identificadas al monitorizar las
multiples transiciones de un mismo evento analitico, usando un voltaje de cono de 2-100 V' y

energia de colision de 2-80 eV.

Tabla 11. Iones fragmentos encontrados por IntelliStar/MassLynx en iones moleculares de HiP-C.

[6n molecular I6n fragmento

(Padre) (Hija)
m/z m/z
951.8 909.5
1125.9 1083.5
1243.0 1200.8
1300.1 1257.7

Para la preparacion de la muestra, se tomo6 3.0 mg de extracto HiP-C y se disolvié en un
mililitro de agua MilliQ; de esta disolucion se tomaron 20 pL que se disolvieron en 980 pL;
de esta disolucion se inyectd 0.6 pL en el equipo de UPLC. El tiempo de corrida fue de 5 min
y para todos los iones moleculares se us6 un voltaje de cono de 150 V y una energia de

colision de 75 eV.
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Las lecturas de los cuatro cromatogramas (Figuras 22-25) de las masas identificadas como
iones moleculares m/z por (+) ESI que se seleccionaron de la muestra HiP-C presentan

diferentes tiempos de retencion (eje X) y 100 % de abundancia de cada i6n (eje Y).

Figura 22. Cromatograma del i6n 951.8 m/z de HiP-C. Tiempo de retencion 2.47 min.

Figura 23. Cromatograma del i6n 1125.9 m/z de HiP-C. Tiempo de retencion 2.75 min.

Figura 24. Cromatograma del i6n 1243.0 m/z de HiP-C. Tiempo de retencion 3.02 min.

Figura 25. Cromatograma del i6n 1300.1 m/z de HiP-C. Tiempo de retencion 3.15 min.

El tiempo de retencion por la afinidad de los compuestos evaluados de la muestra HiP-C en la

columna C18, es proporcional respecto a la masa de los analitos, siendo los de menor masa,
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los que mostraron menores tiempos de retencion en la columna. En estos cromatogramas se

observo para cada pico una separacion bien definida entre los 2.50 y 3.50min.

Una vez identificada una buena separacion compuestos presentes en la muestra, nuevamente
se procedio a inyectar 0.6 pL en el UPLC tdndem (+) ESI/MS para una nueva corrida bajo las
mismas condiciones, con la cual se obtuvo un cromatograma total de iones (TIC por sus siglas
en inglés) de la muestra HiP-C (Figura 26). En este TIC se observa que todos los iones
presentes tienen una separacion adecuada en el tiempo de corrida de 5.00 min (eje X), aparece
un pico de poca intensidad con un tiempo de retencion de 0.40 min, y en el intervalo de los
1.60 min a los 4.30 min se encuentran agrupados el resto de los picos presentes en el
cromatograma, con diferentes intensidades. Resaltan dos picos; uno con un tiempo de

retencion en 1.92 min y otro en 4.09 min y ambos con una abundancia de ion del 100 %.

Figura 26. Cromatograma total de iones analizado por UPLC tandem (+) ESI-MS de HiP-C.

Posterior a la cromatografia total de iones empleando el equipo de UPLC-ESI/MS, se generd
el espectro de masas de la muestra HiP-C en modo positivo con una ventana de escaneo en

850 a 1500 Da (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de masas UPLC tandem (+) ESI-MS de HiP-C.

En el analisis del espectro (Figura 27) de HiP-C-UPLC-ESI/MS se pudieron identificar 12
picos con diferentes intensidades, las cuales pueden corresponder por su masa nominal a
holoturinas ya reportadas. A diferencia del espectro de la misma muestra (Figura 18) obtenido
por la infusion directa de la muestra y en modo continuo donde sélo se identifican cinco picos
con pesos reportados en holoturinas, en este espectro, la resolucion de los picos es mejor y

con una mayor intensidad de colision.

La muestra HiP-D se analizé de igual manera por UPLC-ESI/MS. Se preparé con 3.0 mg de
extracto, que se disolvié en un mililitro de agua MilliQ, del cual se tomd 20 pL, que luego se
disolvieron en 980 pL. De esta disolucion se inyectod 0.6 pL en el equipo de UPLC. El tiempo
de corrida fue de 5 min y para todos los iones moleculares se usé un voltaje de cono de 150 V

y una energia de colision de 75 eV.
En el TIC obtenido de HiP-D (Figura 28) se muestra la agrupacion de los picos en un

intervalo de 1.75 min y 4.25 min, entre los que resalta un pico con una abundancia de 100%

del ion en un tiempo de retencion 1.90 min.
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Figura 28. Cromatograma total de iones analizado por UPLC tandem (+) ESI-MS de HiP-D.

Figura 29. Espectro de masas UPLC tandem (+) ESI-MS de HiP-D.

El espectro de masas generado de UPLC tandem (+) ESI/MS de HiP-D muestra 33 picos
(Figura 28) de los cuales dos tienen una m/z de 1301.04 y 1317.44 respectivamente. Estos

picos pueden corresponder a los ya reportados para holoturinas. En el espectro (+) ESI
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obtenido en modo continuo (Figura 19) de la misma muestra infusionada directamente en el
equipo, no se logr6 identificar ninguna sefial con una masa nominal que pudiera corresponder

a saponinas de holoturias.

5.4. UPLC-ESI/MS de los extractos butandlicos de la viscera

Los extractos butanolicos HiV-B, HiV-C. HiV-D de la viscera de H. inornata fueron
analizados por UPLC-ESI/MS aplicado las mismas condiciones que se usaron en el analisis
de los extractos butanolicos de piel. En el TIC (Anexos 1 y 3) de las muestras HiV-B 'y HiV-
C, se observaron picos y tiempo de retencidon similares a los que presentan las muestras de
extractos butanolicos de la piel. En los espectros de masas (Anexos 2 y 4) las intensidades de
colision son mayores a 50 % en todos los picos y respecto a la relacion sefial-ruido, no es

posible determinar los iones moleculares presentes en las muestras.

En el TIC de la muestra HiV-D, se observa un pico con un tiempo de retencion en 0.39 min y
una agrupacion de picos con un intervalo de 1.60 min a 3.75 min. Dentro de ésta, resalta un
pico con una abundancia de 100 % con tiempo de retencion de 1.93 min, seguido por un

ultimo pico ancho con una retencion de 4.01 min.

Figura 30. Cromatograma total de iones analizado por UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-D.
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Figura 31. Espectro de masas UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-D.
En el espectro (Figura 31) de la muestra HiV-D se observan 57 picos que pudieran

corresponder a iones moleculares de holoturinas, de los cuales diez tienen una m/z que

coinciden con las de holoturinas reportadas.
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CAPITULO VII.
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1. Ejemplares de pepino de mar Holothuria inornata colectados y sus extractos

Los ejemplares de pepino de mar de la especie Holothuria inornata recolectados en costas
mexicanas del Pacifico para el presente trabajo, fueron identificados siguiendo la metodologia
Solis-Marin et al., 2009 mediante las formas de sus espiculas. Posteriormente, se llevo a cabo
la diseccion, separando la piel de todos los 6rganos internos de los pepinos de mar para
obtener extractos hidrometanolicos de piel y extractos de viscera, con la finalidad de estudiar

la diferencia en el contenido de triterpenos glicosilados presentes en ambos extractos.

Ambos extractos crudos obtenidos de la piel y la viscera fueron analizados por cromatografia
de capa fina y como agente revelador se usé p-anisaldehido, el anisaldehido y otros
compuestos aldehidos aromaticos en acidos minerales fuertes dan productos coloridos con las
agliconas y la absorcién méaxima de sus productos se encuentran entres los 510 y 620 nm
(Hostettmann y Marston, 1995); Estas coloraciones fueron facilmente identificados en el
monitoreo por cromatografia de capa fina, hecho a cada fraccion obtenida de la cromatografia

de columna con amberlita.

2. Fracciones de los procesos de reparto liquido-liquido

Los procesos de reparto liquido-liquido en cada uno de los extractos de piel y viscera, en los
que se utilizaron solventes de menor polaridad (hexano, diclorometano y cloroformo), se
hicieron con el objeto de eliminar compuestos de baja polaridad y obtener extractos
hidrometanélicos enriquecidos con compuestos de mayor polaridad entre los que se
encuentran los triterpenos glicosilados, las fracciones orgénicas no fueron estudiadas. Estos
procesos fueron previos a la cromatografia de columna con amberlita de los extractos de piel

y viscera.
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3. Actividad hemolitica en los extractos de piel y viscera

Los triterpenos glicosilados de tipo lanostano identificados en pepinos de mar presentan
actividad hemolitica (Muniain ef al., 2008). Para identificar que no hubo pérdida de saponinas
en los procesos de reparto de los extractos hidrometanolicos de piel y viscera, se evalué con
un bioensayo en el cual se midi6 la capacidad hemolitica; de los resultados de la prueba,
conforme a la Grafica 1, se observéd una tendencia de aumento de dicha actividad ligado a la

concentracion del extracto, tanto para piel como para viscera.

4. Fracciones de la cromatografia de columna con amberlita

En la técnica de cromatografia de columna con amberlita, la cual es un adsorbente polimerico,
la elucién de la columna se inici6 con 100 % de H,O, lo que eluy¢ el alto contenido de sales
presente en ambos extractos. Durante el monitoreo de las fracciones con AgNOs; (indicador de
la presencia de sales de cloruros) se form¢é precipitado color blanco. Todas las fracciones que
presentaron precipitado color blanco fueron desechadas, por el alto contenido de sales. En el
punto en que dejo de estar presente este precipitado, se comenzo la elucion con MeOH con un

gradiente que fue de 25, 50,75 y 100%.

5. Analisis de resultados en los espectros de masas de extractos butanolicos de piel

Todas las fracciones de la cromatografia en columna con amberlita, eluidas con gradiente de
MeOH/H,;0, fueron monitoreadas usando como agente revelador p-anisadehido. Las
fracciones obtenidas de la CCA de piel, se reunieron segln su analisis por cromatografia de

capa fina, obteniéndose las fracciones HiP-A, HiP-B, HiP-C, HiP-D.

Las muestras HiP-A y HiP-B se analizaron por (+) MALDI-TOF/MS y (+) ESI/MS. En
ambas muestras, todos los picos que se observaron en los espectros correspondian a masas
menores 750 Da. Las masas de los triterpenos glicosilados presentes en holoturias tienen un
rango de peso de los 850 a 1550 Da (Bahrami et al., 2014) por lo que no se continuo

trabajando con estas muestras.
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La muestra HiP-C estd conformada por 18 fracciones que corresponden a las fracciones 89 a
la 107, eluidas con 75% MeOH en la cromatografia de columna con amberlita y reunidas por
su analisis por cromatografia de capa fina. Se analizé por (+) MALDI-TOF/MS usando a-
ciano como matriz. En el espectro se observaron abundantes picos, indicando masas que van
de los 850 a los 1500 Da, de las cuales cinco iones moleculares corresponden en m/z a la masa
nominal con aducto de sodio [M + Na]" de holoturinas reportadas, comparadas en la Tabla 12
con lo reportado por Bahrami et al. (2014) en holoturinas encontradas en la especie

Holothuria lessoni.

Tabla 12. Comparacion [M + Na]" m/z de saponinas reportadas por Bahrami ez al., (2014) y las m/z de los picos
del espectro (+) MALDI-TOF/MS de HiP-C.

HiP-C [M + Na]” [M + Na]”
m/z m/z PM m/z Férmula Holoturina
Reportado Calculado
1125.5909 11255  1102.56  1125.54 Cs4HseOn3 3&1&?5;“;’;?: gl
11417854  1141.6  1118.55  1141.54 Cs4HsOss Desholoturina A

Desholoturina A;

Holoturina A

Scabrasido B
1243.1769  1243.5 119930 124347  CuHgNaOys |/ Hdroxifuscosinerosido
20-Hidroxi fuscosinerosido

B

Holoturinosido E

1287.5356 1287.6 1264.60 1287.59 CeoHogOns Holoturinosido E,
No identificados (2)

Holoturinosido A

1303.7301 1303.6 1280.60 1303.58 CoHosO29 Holoturinosido A,
No identificados (4)

En el espectro (Figura 18) de la infusion directa en el equipo de espectrometria de masas de
(+) ESI determinado en modo continuo de la muestra HiP-C la ventana de escaneo es de los
700 Da hasta los 1600 Da y s6lo se observa la presencia de masas de hasta 1450 Da.
Unicamente se identificaron cuatro iones moleculares correspondientes a holoturinas (Tabla
13). En este espectro también se observa una mayor cantidad de iones moleculares que los
que se observan en la técnica de (+) MALDI y en ambos espectros se presentan los picos de

1125 y 1243 m/=.
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Tabla 13. Comparaciéon [M + Na]" m/z de saponinas reportadas por Bahrami et al., (2014) y las m/z de los picos

del espectro (+) ESI por infusion directa en modo continuo de HiP-C.

mp.c MY Na]” [M + Na]"
rln /_ m/z PM m/z Formula Holoturina
z Reportado Calculado
889.26 889.4 866.37 889.35 C,H,NaO S Holoturina B,

Holoturinosido C

1125.35 1125.5 1102.56 1125.54 Cs4HgsOn3 Holoturinosido C
1

1127.21 1127.6 1104 -- C54H86024 No identificado

Holoturina A

Scabrasido B
1243.23 1243.5 1199.30 1243.47 Cs4HgsNaO,5S 17-Hidroxi fuscosinerosido B

20-Hidroxi fuscosinerosido B

La misma muestra HiP-C en el espectro de UPLC en tdndem ESI/MS en modo positivo,
mostrd doce iones (Tabla 14) que sus m/z pueden corresponder a las holoturinas reportadas

como aductos de sodio [M + Na]" por Bahrami et al. (2014) y Van Dyck et al. (2009).

Tabla 14. Comparaciéon [M + Na]" m/z de saponinas reportadas por Bahrami ez al., (2014) y las [M + Na]" m/z de
los picos del espectro UPLC-ESI/MS de HiP-C. El pico de 1433 m/z fue reportado por Van Dyck et al.

(2009).
HiP-C [M + Na]” [M + Na]"
! /- m/z PM m/z Formula Holoturina
e Reportado Calculado
889.26 889.4 866.37 889.35 C,H,NaO S Holoturina B,
911.34 911.6 888 -- C,sHy, 0 No identificado
1087.29 1087.6 1064 - C,,H,,NaO_S No identificado
1125.44 112 110256 112554  C_H O Holoturinosido C
: 5.5 : : 547786723 Holoturinosido C1
Desholoturina A
1141 1118.55 1141.54 C, H, O,, Desholoturina A,
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Continuacion de la Tabla 14

Holoturina A
Scabrasido B
17-Hidroxi
fuscosinerosido B
20-Hidroxi
fuscosinerosido B

1243 1243.5 1199.30 124347  C,HNaO, S

Holoturina A3

1259.49 1259.5 1236.48 1259.46 C,Hy;NaO,,S
5485 28 No identificado (1)

Holoturinosido E
1287 1287.6 1264.60 1287.59 CooHoO0ne Holoturinosido E,
No identificados (2)

Holoturinosido A
1303 1303.6 1280.60 1303.58 C6OH96029 Holoturinosido A1
No identificados (4)

Holoturinosido F
1433.99 1433.0 1410.67 1433.65 C66H106O32 Holoturinosido F1
No identificado

143586 1435.7 1412 - C, H, 05, No identificado

Los picos identificados como holoturinas (Tablas 12 y 13) en los espectro del andlisis por
MALDI-TOF y en (+) ESI de la infusion directa de la muestra HiP-C, se identificaron en el
espectro (Figura 27) obtenido del anélisis por UPLC tdndem ESI/MS.

Tabla 15. Comparacion [M + Na]" m/z de saponinas reportadas por Bahrami ez al., (2014) y las m/z de los picos
del espectro (+) ESI/MS de HiP-D.

N
HiP-D  [M+Na] m/z M=+ Na™ .
PM m/z Formula Holoturina
m/z Reportado
Calculado
Cq HyO Holoturinosido M
2 61779828 oloturinosido
1301.04 1301.6 1278.62 1301.60 C H,0, No identificados (1)
1317.44 1317.6 1294 -- Cy HyO, No identificado
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En el espectro de UPLC en tdndem ESI/MS de la muestra HiP-D se identificaron los picos
1301 y 1317 m/z (Tabla 15), los cuales pueden corresponder a holoturinas ya reportadas; el
pico de 1301 m/z no se encuentra en el espectro de la muestra HiP-C. Este pico puede

corresponder al holoturinosido M o su isomero no identificado (C, Hy,0,,)-

En las muestra de piel HiP-C y HiP-D, se identificaron en total trece picos cuyos m/z pudieran
corresponder a holoturinas ya reportadas; cuatro de éstas ain no se ha identificado sus

estructura. El pico de 889.26 m/z puede corresponder a la holoturina B, (C, H,NaO,S),

reportada en Holothuria (Halodeima) atra la cual es una de las seis especies ya estudias del
subgenéro Halodeima (Tabla 2) el mismo al que pertenece la especie Holothuria inornata. La
holoturina A se ha reportado con una m/z de 1303.6 por (+) ESI; este pico se observa de 1303
m/z [1303.7 m/z en el espectro de (+) MALDI-TOF (Figura 17)] en el espectro de UPLC en
tandem ESI/MS. La holoturina A se ha reportado en cinco de las seis especies estudiadas del

subgénero Halodeima en H. atra, H. edulis, H.grisea H. mexicana y H. pulla.

6. Analisis de resultados en los espectros de masas de extractos butandlicos de viscera

Los analisis por UPLC-ESI/MS de los extractos butanolicos de la viscera, fueron realizados
bajo las mismas condiciones en las que se analizaron los extractos butandlicos de la piel. En
los extractos HiV-B y HiV-C no se obtuvieron buenos espectros de masas (Anexos), ya que la
relacion sefial-ruido era mucha y no se pudieron identificar facilmente los iones moleculares.
Sin embargo en la muestra HiV-D se lograron identificar diez iones moleculares cuya m/z
puede corresponder a la de holoturinas ya reportadas (Tabla 16); la m/z de todos estos iones
moleculares también se encuentran entre las m/z de los trece iones moleculares identificados
en los extractos butandlicos de la piel HiP-C y HiP-D. Los picos 911, 1087 (sulfatado),
1317.34, 1435 m/z (Tabla 16), alin no cuentan con estructura identificada, (Bahrami et al.,

2014).

~50 ~



Tabla 16. Comparacién [M + Na]" m/z de saponinas reportadas por Bahrami et al., (2014) y las [M + Na]" m/z de
los picos del espectro UPLC-ESI/MS de HiV-D. El pico de 1433 m/z fue reportado por Van Dyck et al.

(2009).
+
HiV-D  [M+Nal m/z [M+Na] , .
PM m/z Foérmula Holoturina
m/z Reportado
Calculado
Holoturinosido C
1125.50 1125.5 1102.56 1125.54 C54H86023 Holoturinosido C1
Desholoturina A
1141 1118.55 1141.54 C54H86024 Desholoturina A1

Holoturina A

1243.49 1243.5 1199.30 124347  C,H,NaO,S Scabrasido B

17-Hidroxi fuscosinerosido B
20-Hidroxi fuscosinerosido B

Holoturina A

1259.37 1259.5 1236.48 1259.46 C, H, NaO, S 3
48 28 No identificado (1)
Cq Hy O Holoturinosido M

6179828 oloturinosido
1301.39 1301.6 1278.62 1301.60 C6OH94O29 No identificados (1)

Holoturinosido F
1433.87 1433.0 1410.67 1433.65 (366H106032 Holoturinosido F,
No identificado

1435.80 1435.7 1412 -- CesH, 0501, No identificado

La viscera de H. inornata carece de los iones moleculares 889, 1287 y 1303 m/z que se
encontraron en los extractos de la piel. Esto puede indicar una diferencia en la composicion
quimica de la piel y de la viscera, Van Dyck et al. (2011) propone que uno de los mecanismos
de defensa de los pepinos de mar contra depredadores, es el aumento en la cantidad de los
triterpenos glicosilados en el agua circundante como sefial aposematica, esto para advertir a

posibles depredadores de la impalatabilidad de de sus tejidos.
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CAPITULO VIII.
CONCLUSIONES

1.- Se observo la presencia de compuestos glicosilados en los extractos de piel y viscera de H.
inornata, mediante el uso de cromatografia en capa fina, utilizando como agente revelador p-

anisaldehido.

2.- Se determind la actividad hemolitica de las holoturinas presentes en los extractos

hidrometanolicos de la piel y viscera de la especie Holothuria (Halodeima) inornata.

3.- Se caracterizaron los triterpenos glicosilados presentes en los extractos butanolicos de la
piel y visceras de la especie Holothuria (Halodeima) inornata, mediante espectrometria de

masas (+) MALDI-TOF/MS y (+) ESI-MS.

4.- Se llevo a cabo el analisis de iones moleculares de los extractos butandlicos de la piel y de
la visceras de Holothuria (Halodeima) inornata, usando el equipo UPLC en tandem (+)

ESI/MS en modo MRM (Monitoreo de Multiples Reacciones).
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Anexo 1. Cromatograma total de iones analizado por UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-B.

Anexo 2 Espectro de masas UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-B.
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Anexo 3. Cromatograma total de iones analizado por UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-B.

Anexo 4 Espectro de masas UPLC tandem (+) ESI-MS de HiV-B.
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