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INTRODUCCION

Los mares constituyen una de las principales reservas de gran importancia en la
produccion de alimentos para la humanidad, ya que abarcan el 70% de la extension de
nuestro planeta y su diversidad bioldgica constituye el 95% de toda la biosfera. Por ello
los cientificos comenzaron a explorar la diversidad quimica que se encuentra en
organismos marinos con miras al descubrimiento de nuevos farmacos. En la busqueda de
organismos marinos productores de moléculas de interés, la atencion se ha centrado en
especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de un movimiento lento y primitivos desde
el punto de vista filogenético.’ Este tipo de organismos se encuentran generalmente en
habitats muy poblados donde la competencia por los recursos, como espacio y alimento
es intensa, como resultado, han desarrollado un inventario Unico de metabolitos
utilizados para su defensa, la reproduccién y la comunicacion frente a otras especies.?
Todo lo anterior, confirma el enorme potencial de los océanos como una fuente de
nuevas sustancias con potencial no s6lo como productos farmacéuticos, sino también
como suplementos nutricionales, cosméticos, agroquimicos, enzimas y productos

quimicos.?

Los organismos marinos constituyen una importante fuente de productos naturales con
caracteristicas estructurales singulares y con un enorme potencial para su aplicacion en
la industria biomédica. Los “pepinos de mar” son capaces de producir glicosidos
triterpénicos, muchos de los cuales han mostrado ser agentes citotoxicos, antifngicos,
hemoliticos, asi como poseer propiedades inmuno-moduladoras; desafortunadamente se
desconoce el potencial de la mayoria de especies hasta ahora existentes, lo que pone en
peligro este recurso renovable y por ende la pérdida de la riqueza en compuestos

quimicos con estructuras privilegiadas.* ®

Los equinodermos de México han sido motivo de estudio desde hace més de un siglo. La
mayor parte de las investigaciones han sido realizadas en organismos de las costas del
Pacifico. Entre estos, el “Apostichopus parvimensis”, uno de los “pepinos de mar” de
mayor importancia comercial por la demanda y el precio que alcanza en el mercado

asiatico.
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De los estudios realizados de este recurso, la mayoria esta enfocada en la biologia
reproductiva,® la edad y el crecimiento,”® asi como en la evaluacion de la abundancia™ y

distribucién de la especie.**

En cuanto al trabajo quimico del Apostichopus parvimensis, se han encontrado dos
compuestos quimicos, llamados: parvimosido A y parvimosido B.*?> Por lo que el
presente trabajo se propone la busqueda de nuevos compuestos quimicos mediante el
aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios provenientes del “pepino de

mar” Apostichopus parvimensis de las costas de Ensenada, Baja California.

ANTECEDENTES
Generalidades del Phylum Echinodermata

Los “pepinos de mar” forman parte del Phylum Echinodermata (del griego echino,
espina y derma, piel) y pertenecen a un grupo de organismos invertebrados,
deuterostomados con un endoesqueleto calcareo de origen mesodérmico, compuesto por
placas independientes, articuladas o libres “no articuladas” (denominadas espiculas). Los
organismos adultos presentan simetria radial pentamera y se desarrollan a partir de
larvas bilaterales (cuando existen). Presentan una superficie dorsal denominada bivio y
una ventral denominada trivio, que en la mayoria de las especies son bien diferenciadas.
Poseen un sistema vascular acuifero de naturaleza celémica, que realiza las funciones de
alimentacion y locomocién, un tubo digestivo completo, sin érganos excretores, sistema

circulatorio compuesto por un sistema hemal y sistema nervioso descentralizado.** **

Los equinodermos constituyen uno de los grupos con mayor relevancia ecolégica en
arrecifes rocosos o coralinos, tanto en aguas someras como en zonas abisales. Esto se
debe a que son eslabones fundamentales de las redes trdficas al fungir como
depredadores (tanto carnivoros como herbivoros), detritivoros y filtradores,* conforman
uno de los componentes principales en las comunidades bentonicas, con mas de 7000
especies vivientes y 13000 especies fosiles que se remontan al menos a principios del

Céambrico.™ El Phylum posee representantes tanto sésiles como de movimiento libre y se
2
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encuentra representado por cinco Clases: Crinoidea (lirios del mar). Asteroidea
(estrellas de mar), Ophiuroidea (ofiuras o estrellas quebradizas), Echinoidea (erizos de

mar) y Holothuroidea (pepinos de mar).** *°

Clase Holothuroidea

Los holotaridos o “pepinos de mar”, son un grupo diverso y abundante del Phylum
“equinodermos”; son de cuerpo blando parecidos a un gusano y por lo general, se
encuentran en casi todos los ambientes marinos, desde la zona intermareal (donde
quedan expuestos brevemente durante la marea baja), hasta aguas mas profundas (fosas
oceanicas), principalmente viven en los arrecifes de coral de aguas tropicales poco

profundas.®

A nivel mundial la Clase Holothuroidea esta representada aproximadamente por: 25
familias, 199 géneros y 1400 especies.®* México alberga una significativa diversidad de
equinodermos, reportdndose hasta el momento mas de 600 especies, las cuales
constituyen el 11% de las especies de equinodermos existentes en el planeta; tan solo en
el Golfo de California se han registrado hasta el momento un total de 193 especies de

equinodermos.*’

En los mares territoriales de México, habitan aproximadamente 111 especies de pepinos
de mar, encontrandose en las aguas del Golfo de California el 50% de estas, hasta el
momento, este ambiente marino es el &rea méas rica en fauna de holoturidos en
comparacion con el resto de las zonas marinas del pais; dicha riqueza puede deberse a
dos causas principales: al gran esfuerzo de prospeccion en la zona (el cual data
aproximadamente del afio 1870) y a la cantidad de habitats tan variados presentes en el

mismo.'’*°
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Descripcion morfologica de la Clase Holothuroidea

Los holotdridos, también Ilamados “pepinos de mar” o “cohombros”, pertenecen a la
Clase holoturoidea (del griego holothourion, “polipos de mar™); a diferencia de otros
equinodermos los holotiridos no muestran una simetria corporal pentdmera tipica, sino
que, generalmente presentan una simetria bilateral externa con una boca rodeada por un
circulo de numerosos tentaculos en el extremo anterior y el ano situado en el extremo
posterior o distal. Viven con el cuerpo apoyado contra el sustrato, esta superficie ventral
(denominada trivio), que comunmente se le llama “suela” presenta tres areas
ambulacrales y en la superficie dorsal (bivio) solo hay dos &reas ambulacrales.® Sus
tallas alcanzan desde 1 mm (Synaptula hydriformis) hasta 5 m de longitud total (Euapta
godeffroyi).™

Caracteres taxondmicos de la Clase Holothuroidea

En general, a los “pepinos de mar” se clasifican y dividen taxonémicamente con base en
la forma general del cuerpo, al arreglo de los pies ambulacrales, la forma de los
tentaculos, la forma del anillo calcareo, y la forma y combinacién de las espiculas.™

Los caracteres que determinan los grupos a nivel Orden son: forma del cuerpo, nimero y
forma de tentaculos, posicion de la boca y el ano, disposicion y forma de los pies
ambulacrales (Figura 1). A nivel familia y género se toman en cuenta los siguientes
caracteres internos: forma del anillo calcareo; numero y forma de los canales pétreos,
forma y nimero de madreporitas, nimero y longitud de vesiculas de Poli, disposicion de
gonadas, presencia o ausencia de tObulos de Cuvier, masculos retractores, forma y
disposicion de los arboles respiratorios, forma de los musculos longitudinales vy,

disposicion y trayectoria del intestino (Figura 2).**

Para la identificacion a nivel especifico, el caracter mas importante es la diferente
combinacion y forma de los depdsitos calcareos o espiculas, que conforman el
endoesqueleto de los pepinos de mar y se encuentran embebidas en la piel y/o en las

paredes de algunos 6rganos internos.**
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Figura 2. Anatomia interna de un holotdrido (pepino de mar).
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Orden Aspidochirotida

Presentan tentaculos en forma de escudo en nimero de 15 a 30; los arboles respiratorios
estan presentes, el asa posterior del intestino se encuentra adherida al mesenterio ventral
derecho. Los musculos longitudinales forman cinco bandas dobles, y las génadas se
disponen en un solo penacho. Las espiculas incluyen generalmente las llamadas “tablas”.
El Orden Aspidochirotida cuenta con las especies més grandes de holotaridos en el
mundo y algunas de las formas mas conspicuas presentes en aguas someras. Las tres
familias del Orden (Holothuriidea, Synallacridae y Stichopodidae) y las mas de 300
especies que agrupan, se distinguen con base en la estructura gonadal (1 o 2 penachos), y
la presencia o ausencia de ampulas tentaculares. Los aspidoquirétidos tienen una pared
corporal gruesa, lo que posiblemente hace que tengan pocos depredadores.**

Familia Stichopodidae

La superficie dorsal del cuerpo presenta proyecciones bien desarrolladas a modo de
papilas. Las gonadas se encuentran en dos penachos, uno a cada lado del mesenterio
dorsal. Las espiculas presentan por lo general forma de las llamadas “tablas”, y en
algunas ocasiones, estos organismos presentan cuerpos en forma de “C”, espiculas de las
llamadas ‘“botones” se presentan con menor frecuencia. Son organismos que se
encuentran generalmente expuestos y en grandes cantidades en aguas someras de

ambientes tropicales.™

Especie: Apostichopus parvimensis

El pepino de mar Apostichopus parvimensis (Clark 1913),%* es un equinodermo de la
clase Holothuroidea, orden Aspidochirota, familia Stichopodiidae. Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de la especie Apostichopus parvimensis.
Reino: Animalia

Filo: Echinodermata

Clase: Holothuroideaia

Orden: Aspidochirotida

Familia: Stichopodidae

Genero: Apostichopus

Especie: A. parvimensis

Descripcion morfoldgica de la especie: Apostichopus parvimensis

Son organismos de cuerpo elongado, que alcanzan tallas de 300 mm hasta 400 mm,?
con una boca rodeada por un circulo de veinte tentaculos. Pies ambulacrales de la
superficie ventral distribuidos en bandas longitudinales; superficie dorsal con escasas
papilas. Boca y ano en direccion ventral. En las partes laterales se pueden observar
grandes tubérculos a modo de papilas y por lo menos una fila de papilas similares en la
parte posterior. Anillo calcareo bien calcificado. Gonadas bien desarrolladas divididas
en 2 penachos del mismo tamafio en el mesenterio dorsal. Espiculas de la pared del
cuerpo en forma de “botones” de 90 um con dos o tres pares de orificios, y en forma de
“tablas” que presentan un disco de 45 pum con tres o cuatro pares de orificios y espira
baja con cuatro columnas y pequefias espinas en la cluspide. Tentaculos con espiculas de

tipo “barrotes” curvados y espinosos (Figura 3).*
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Figura 3. Espiculas de la pared del cuerpo: A. Vista lateral de “tablas”. B. Vista superior

de “tablas”. C. “Botones” irregulares. D. Espiculas de “barrotes” de los tentaculos.
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Distribucion Geogréfica

El Apostichopus parvimensis se distribuye desde Baja California Sur (México) hasta la
Bahia de Monterey en California (EE.UU.).

Habitat

El A. parvimensis es epibentonico, es decir, viven sobre el sedimento: fondos rocosos,
pedregosos y arenosos, se alimenta tanto de dia como de noche, de detritus organico y de
pequefios organismos presentes en el sedimento,? realizando cambios fisicoquimicos de
este por la ingestibn del mismo y por el enriquecimiento del sustrato por sus
deposiciones. Estos animales son un componente muy importante de las comunidades
bentonicas de la zona submareal, ya que reciclan los nutrientes y “limpian” el

ambiente.?*

Habita en aguas templadas, desde zonas someras hasta 40 m de profundidad

principalmente en ambientes de baja energia de oleaje.?

Reproduccion

Su periodo de reproduccion es anual sincronico y tanto la madurez sexual como el
desove, se presentan en invierno;® sin embargo, este periodo varfa latitudinalmente en la
costa occidental de Baja California, ya que en las poblaciones de las bahias de Todos
Santos y del Rosario, ubicadas en el norte de la peninsula, sucede en el lapso primavera-
verano, posiblemente en respuesta al aumento de la temperatura del agua, mientras que
en Isla Natividad y en Bahia Tortugas, localizadas en el centro de la peninsula, es en
invierno-primavera.’ Las goénadas completamente desarrolladas se observan en
individuos cuyo peso varia entre 120 y 160 g de peso corporal y comienzan a

reproducirse alrededor de los dos afios de vida.””®




Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios provenientes del holotiirido (pepino de mar)

Apostichopus parvimensis de las costas de Ensenada, Baja California.

Pesca del pepino de mar

El Apostichopus parvimensis es uno de los “pepinos de mar” de mayor importancia
comercial por la demanda y el precio que alcanza en el mercado asiatico, que aunados a
la falta de reglamentacion, originaron la sobreexplotacion del recurso en Baja
California,® por lo que de mayo de 2000 a mayo de 2004 su captura fue restringida por el
Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA).*?

En Meéxico, la captura comercial inici6 en la costa noroeste de Baja California (BC) en
1989;" en cambio, en Baja California Sur (BCS) se autorizé su explotacién hasta marzo
del afio 2004, conforme al esquema de “pesca de fomento”. Esta modalidad se
instrumento con el propdsito de controlar el proceso de extraccidon y para estudiar la

biologia y la dinamica poblacional del recurso.

Comercializacion

La captura, el procesamiento y la comercializacion de este recurso proporcionaron en el
2007, 700 empleos directos y una derrama econémica de 600 mil dolares
estadounidenses. El precio en playa varia de dos a tres ddlares por kilogramo de peso
vivo; ya deshidratado se exporta a China y Corea, donde puede llegar a costar hasta 100
ddlares el kilogramo. En México, Apostichopus parvimensis estd exento de la NOM-
059-ECOL-2001 que incluye las especies con proteccion especial (DOF, 2002); sin
embargo, la Carta Nacional Pesquera (DOF, 2004), instrumento juridico normativo,
menciona que la pesqueria de “pepino de mar” se encuentra en deterioro y que los
lineamientos de manejo deben estar basados en cuotas de captura, con la extraccion de
10% de la biomasa explotable, que la pesca debe ser diurna y que es conveniente

desarrollar su cultivo.*®

10
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Estudios quimicos

En los estudios quimicos realizados en pepinos de mar se han encontrado metabolitos
del tipo de los glicésidos triterpénicos (saponinas), considerados como los metabolitos
mas importantes por su amplia gama de actividades bioldgicas. Las saponinas
producidas por los pepinos de mar presentan una estructura basica de un triterpeno tipo
lanosterol con una y-lactona entre los carbones 18 y 20, conocido como “holostanol” y
una cadena glicosilada, de longitud variable, conformada principalmente por glucosa

(Glc), 3-O-metilglucosa (MeGlc), quinovosa (Qui) y xilosa (Xil).*?

29 28 LANOSTEROL
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CHj CH,0H CH,OH E <|3
0 0 )—o ol 20 28
OH o OCH3 © 0 OH '; Holostanol
i
O (0] E
OH OH OH OH ;
Qui 3-0-MeGlu Glu Xil i

Figura 4. Estructura molecular de un glicésido triterpénico hipotético.
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En cuanto al estudio quimico del Apostichopus parvimensis, se han encontrado dos

compuestos de este tipo, llamados: parvimosido A y parvimosido B (Figura 5).

g3

[T
o

(@)
CH,OH CH20H 2o 28 Parvimésido A: R,= CH,OH
on © 5 © <OH ©
MP\ Parvimosido B: R,=H
OH OH 0
Glu OH Glu OH Xil
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Figura 5. Estructura molecular del parvimosido A y parvimosido B.
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Nucledsidos.

Los nucledsidos son moléculas resultantes de la union covalente entre una base
nitrogenada con una pentosa (D-ribosa o D-2-desoxirribosa) mediante la pérdida de una
molécula de agua. Cuando la pentosa es D-ribosa, el nucledsido se denomina
ribonucledsido, y estan presentes en el ARN. Cuando el azlcar es D-2-desoxirribosa, el
nucleosido se denomina desoxirribonucleosido, y estan presentes en el ADN. Tanto los
ribonucle6sidos como los desoxirribonucledsidos pueden contener bases puricas o
pirimidinicas; cuando se trata de una base pirimidinica, la union se realiza entre el N1 de
la base y el C1 del azucar, por lo que el enlace se denomina —N-glucosidico; en el caso
de las bases pdricas la union se realiza entre el N9 de la base y el C1 del azucar, siendo

también un enlace —~N-glucosidico (Figura 6).% %

Los nucle6sidos pueden combinarse con un grupo fosférico (&cido fosférico: H3PQOy)

mediante determinadas quinasas de la célula, produciendo nucledtidos, que son los

componentes moleculares basicos del ADN y el ARN (Figura 7). %

Ejemplos de nucleosidos: citidina, uridina, adenosina, guanosina, timidina y la inosina.

Base Nitrogenada + Azlicar = NUCLEOSIDO

Citosina

o
5 j 5
CH,OH > CH,OH
o}
2+ H 4 H H 1
3 2"
H H | [ H
OH OH 4
o Desoxicitidina
Desoxirribosa (1-B-desoxirribofuranosil-citosina)

Figura 6. Nucléosido formado por la unién del N1 de la base y el C1 del azlcar.
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Base Nitrogenada + Azcar + Acido Fosférico = NUCLEOTIDO

OH

Ho—p——0 Acido Fosforico

Adenosina Adenosin-5"-monofosfato
(Nucledsido) (AMP)

Figura 7. Nucléotido formado por la union del N9 de la base y el C1 del azUcar.

Inosina

La inosina es un nucleosido intermediario de las rutas de sintesis de acidos nucleicos que
se forma cuando la hipoxantina (base pdrica) se une a un anillo de ribosa (en su forma

ciclica, ribofuranosa) a través de un enlace N-glucosidico, la unién se realiza entre el N9

de la base y el C1 del azcar (Figura 8).%

Hipoxantina

Ribosa

Figura 8. Inosina formada por la union del N9 de la hipoxantina 'y el C1 de la

ribofuranosa.
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La inosina también se origina por la desaminacion de la adenosina (Figura 9), mediante

la accion de la Adenosin Deaminasa (ADA).?

Adenosina Inosina
e g o | i
= N H,0 N NH N
”t\> e ””ﬁ\> — ””JI\>
A A A
" l " l " l
Ribosa Ribosa Ribosa

Figura 9. Accion hidrolitica de la ADA. La ADA cataliza la desaminacion de adenosina

para producir inosina, liberandose amoniaco en el proceso.

Funciones de la inosina

La inosina esta ampliamente distribuida en el organismo y se encuentra comdnmente en
la carne y el pescado, interviene en la produccién del trifosfato de adenosina (ATP), que
es la principal forma de energia utilizada por el cuerpo. Basandose principalmente en
este hecho, la inosina ha sido recomendada como un estimulante energético para los
atletas porque aumenta el rendimiento cardiovascular y la resistencia del cuerpo, sin

tener efectos secundarios y la dosis es de 5-6 g / dia para los atletas. %

A diferencia de la adenosina, se ha prestado poca atencién a las funciones fisiolégicas de
inosina. Sin embargo, estudios recientes demuestran que la inosina tiene efectos
antidepresivos, neuroprotectores, cardioprotectores e inmunomoduladores.?® La inosina
aumenta la supervivencia neuronal y el crecimiento de neuritas in vitro, mejora la
regeneracion de los axones después de dafio axonal del sistema nervioso central, y
promueve la recuperacion en modelos de roedores de apoplejia y trauma cerebral

focal.*>* La administracion de inosina mejora la funcién miocardica durante la
15
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insuficiencia ventricular izquierda aguda y protege la funcién miocéardica y endotelial
tras el trasplante cardiaco.***® La inosina también aumenta la degradacion de mastocitos,
suprime la activacion de macrofagos, linfocitos y neutrofilos, y atenda las enfermedades
inflamatorias;*"*® tiene el potencial de prevenir el trastorno depresivo a través de
receptores de adenosina y ha sido recomendada como un posible tratamiento para el

sindrome de Tourette, un trastorno neurolégico.*

Hipotesis

Apostichopus parvimensis, sintetiza compuestos estructuralmente similares a los aislados

de otras especies del mismo género.

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los recursos marinos de México mediante el estudio
quimico del “pepino del mar” Apostichopus parvimensis, proveniente de las costas del

Estado de Baja California.

Objetivos especificos

* Separar los componentes poco polares y polares, por extraccion con disolventes de

diferente polaridad o mediante procesos de reparto (particion) liquido-liquido.

* Separar y purificar los componentes de las fracciones polares y poco polares mediante
técnicas cromatograficas convencionales como cromatografia en columna (CC),
cromatografia en capa fina (CCF) y en caso necesario cromatografia de alta resolucién
(HPLC).

16
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* 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-'H) y
carbono-13 (RMN-'3C), incluidos experimentos homo y heteronucleares, en una (1D) y
dos (2D) dimensiones (DEPT, COSY, NOESY/ROESY, TOCSY, HSQC, HMBC),
espectrometria de masas (EM) y difraccion de rayos-X en el caso de compuestos

cristalinos que no se encuentren descritos en la literatura quimica.

* Realizar, modificaciones quimicas de los compuestos aislados para facilitar su

separacién y purificacion.

METODOLOGIA
Material y equipo.
Anélisis cromatogréaficos.

Para el aislamiento y purificacion de los componentes de la especie a estudiar, se
utilizaron métodos convencionales como: cromatografia en columna (CC),
cromatografia en capa fina analitica (CCFa), cromatografia en capa fina preparativa
(CCFp).

Los andlisis por cromatografia en capa fina analitica se efectuaron de acuerdo con las
técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice
(Alugram Sil G/UV254 for TLC, Macherey-Nagel) de 0.20 mm de espesor.

Para las cromatografias en capa fina preparativa se utilizaron placas de vidrio de 20x20
cm (DC-Fergitplatten SIL G UV254 Macherey- Nagel), recubiertas de gel de silice de

2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mm de espesor, segun el caso.

La visualizacion de las placas se llevd a cabo mediante una lampara de luz UV

Spectroline modelo CX-20 a longitudes de onda de 254 a 365 nm. Se utilizaron en
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algunos casos soluciones reveladoras cromdgenas (sulfato cérico al 3% en H,SO,4 2N),
seguido de calentamiento en parrilla durante 1 minuto a 100 °C aproximadamente.

Para cromatografia en columna se utilizardn columnas de vidrio empacadas con gel de

silice para cromatografia en capa fina (malla 230-400).

Determinacién de las constantes fisicas, espectroscopicas, espectrométricas y

equipo utilizado.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-Johns en grados Celsius

(°C) y no estan corregidos.

Para la determinacién de los espectros de masas se utilizo un espectrémetro Jeol, SX 102
A. Se emplearon técnicas de impacto electronico (EM-IE) y/o ionizacidén quimica (EM-
IQ), FAB, ESI segln el caso. Para la técnica por electrospray (ESI) se utilizé un
espectrometro LC-Q-q-TOF Applied Biosystems QSTAR Elite.

Los anélisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se

Ilevaron a cabo en un equipo Jeol GC Mate II.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se determinaron en espectrometros Jeol
Eclipse 300 y Bruker Avance Il 400 Ultrashield, en solucion de cloroformo deuterado
(CDCI3) o metanol deuterado (CD3OD) y/o piridina deuterada (CsDsN). Los
desplazamientos quimicos (8) estdn dados en partes por millon (ppm) referidos al
tetrametil silano (TMS) o la sefial residual del disolvente como referencia interna.
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PARTE EXPERIMENTAL

Recolecta e identificacion de Apostichopus parvimensis

La recolecta del material se realizo en la bahia de Todos Santos situado a 31° 47’ latitud
norte y 116° 46’ longitud oeste (Figura 10), en abril del 2011. Se recolectaron 8
especimenes, obteniéndose un peso himedo de 3.150 kg.
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Figura 10. Zona de colecta (Bahia de Todos Santos, Ensenada Baja California).

El material fue recolectado mediante buceo autbnomo por el M. en C. Daniel Badillo
Zapata y el Oceandlogo Cervando Rueda Lépez de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Auténoma de Baja California, a una profundidad de 12-13 metros
aproximadamente, a una temperatura de 16°C. Fuera del agua el material colectado fue
lavado con abundante agua de mar y se limpiaron de aquellos organismos adheridos a
ella, se colocaron en bolsas de plastico y en hielo para su preservacion. EI material se
empaco en una hielera con hielo seco para su envio via aérea a la ciudad de México y
traslado al Instituto de Quimica (IQ) de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM).
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La determinacion taxondmica fue realizada por el Dr. Francisco Alonso Solis Marin, del
Laboratorio de Sistematica y Ecologia de Equinodermos del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia (ICMyL) UNAM. De acuerdo con sus caracteristicas morfologicas
externas e internas, el pepino de mar se clasifico perteneciente al género Apostichopus y

a la especie parvimensis.

Preparacion de los extractos de Apostichopus parvimensis.

El pepino de mar se cortd en pequefios trozos y se procedié a eliminar el agua mediante
liofilizacion. EI material liofilizado, se extrajo sucesivamente con hexano, acetato de
etilo (AcOEt) y metanol (MeOH).

Peso humedo: 3.150 kg
Peso seco: 0.283 kg
Extracto de Hexano.

El pepino de mar completamente seco, se extrajo por maceracion con hexano (3 veces
con volimenes de 1 L), por una semana aproximadamente, posteriormente se filtro y se

concentrd a presion reducida en un evaporador rotatorio.

Peso del extracto obtenido: 2.137 g.

Extracto de Acetato de Etilo.

El pepino de mar después de la extraccion con hexano, se extrajo por maceracion con
acetato de etilo (3 veces con volimenes de 1 L), por una semana aproximadamente,

posteriormente se filtrd y se concentrd a presion reducida en un evaporador rotatorio.

Peso del extracto obtenido: 2.003 g.
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Fraccionamiento del extracto de hexano/acetato de etilo (Hx/AcOEt) de
Apostichopus parvimensis.

El extracto de hexano (2.137 g), se reuni6 con base en la semejanza de sus componentes
determinada en cromatografia en placa fina, con el extracto de acetato de etilo (2.003 g),
obteniéndose un peso total de 4.140 g. El cual se nombr6é como “Hx/Ae”. El extracto
Hx/Ae, (3.801 g) se fracciono por cromatografia en columna, utilizando una columna de
35 c¢cm de alto y 5.5 cm de didmetro, empacada con 80 g de silica gel. Se utilizaron
mezclas de polaridad creciente de hexano (Hx), diclorometano (DCM) y acetona
(Me,CO), recolectando 79 eluatos de 25 ml aproximadamente, los cuales se reunieron
con base en la semejanza de sus componentes determinada en cromatografia en placa
fina, (Hx/acetona, 8:2), obteniéndose 10 fracciones primarias. En la Tabla 2 se muestra
en forma resumida los eluyentes, el numero de fracciones asi como las fracciones

reunidas por su similitud y claves de cada una.

Tabla 2. Cromatografia del extracto Hx/Ae.

Fraccion Eluyente Proporcion Fracciones Clave
reunidas

1-8 Hexano 100 % 1-11 [ApHx/Ae-1]
9-14 Diclorometano 100 % 12-15 [ApHx/Ae-2]
15-22 DCM/MeOH  99-1 % 16-34 [ApHx/Ae-3]
23-30 DCM/MeOH  98-2 % 35-38 [ApHx/Ae-4]
31-34 DCM/MeOH  97-3% 39 [ApHx/Ae-5]
35-40 DCM/MeOH  93-7% 40 [ApHx/Ae-6]
41-48 DCM/MeOH  90-10 % 42-59 [ApHx/Ae-7]
49-56 DCM/MeOH  80-20 % 60-69 [ApHx/Ae-8]
57-64 DCM/MeOH  70-30 % 70-75 [ApHx/Ae-9]
65-71 DCM/MeOH  60-40 % 76-79 [ApHx/Ae-10]

72-73 DCM/MeOH  50-50% ---------- —mmmemee-

74-75 DCM/MeOH  40-60% ---------=  —mmmmeee-

76-79 DCM/MeOH  30-70% ---------= e
* Ap (Apostichopus parvimensis).
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De la fraccion ApHx/Ae-2 (4.5 mg), se obtuvo por precipitacién con acetona un solido
de color blanco con p.f. de 46-49 °C, el espectro de RMN H, mostré sefiales que

indicaron la presencia de triglicéridos.

Obtencion de derivados: Transesterificacion de triglicéridos.

Con el fin de identificar los &cidos grasos que conforman los triglicéridos, una muestra
de 50 mg de la fraccion ApHx/Ae-2, se disolvid en una pequefia cantidad de DCM,
posteriormente se agregé 10 ml de MeOH y 2 gotas de HCI concentrado, se puso a
reflujo durante 10 horas. La mezcla de reaccion fue extraida con hexano (3 veces con
volumenes de 15 ml cada vez) y se elimino el hexano por destilacion a presion reducida
en un evaporador rotatorio. En el espectro de RMN 'H, se identificaron sefiales
caracteristicas de ésteres metilicos. Los ésteres metilicos obtenidos, se analizaron por
CG-EM.

La fraccion ApHx/Ae-3 (262.4 mg) se purifico por cromatografia en capa fina
preparativa, en placas de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor usando como eluyente
Hx/acetona (8:2), se obtuvieron dos fracciones (a y b). La fraccion “a” (48 mg) se
reunié con la fraccion anterior (ApHx/Ae-2), con base en la semejanza de sus

componentes determinada en cromatografia en placa fina.

De la fraccion ApHx/Ae-4 (6.3 mg), se obtuvo por precipitacion con acetona un sélido
de color blanco con p.f. de 220-230 °C, el espectro de RMN *H, se identificaron sefiales

caracteristicas de esteroles glicosilados.
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Obtencidn de derivados: Acetilacion de la fraccién ApHx/Ae-4

Con el fin de identificar y purificar los esteroles en la fraccion ApHx/Ae-4 (6.3 mg), esta
se disolvio en 1.0 ml de CH,Cl,y se le agreg6 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido
acetico, se agito y se dejo a temperatura ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la
cual se monitorio por CCF. Una vez concluida la reaccién, se agregaron unas gotas de
MeOH para eliminar el remanente de anhidrido acético, luego se elimind el MeOH vy el
acetato de metilo producido, mediante una corriente de nitrégeno y el exceso de piridina
se elimind al alto vacio. La mezcla de reaccion obtenida se purifico por CCFp y se
analizé por RMN *H.

La fraccion ApHx/Ae-5 (124 mg), se obtuvo como un liquido de consistencia aceitosa

de color amarillo, el espectro de RMN *H, indicé la presencia de 4cidos grasos.

Obtencidn de derivados: Esterificacion de acidos grasos.

Con el fin de identificar y purificar los acidos grasos, una muestra de 50 mg de la
fraccion ApHx/Ae-5, se disolvid en una pequefia cantidad de DCM, posteriormente se
agregd 10 ml de MeOH y 2 gotas de HCI concentrado, se puso a reflujo durante 10
horas. La mezcla de reaccion fue extraida con hexano (3 veces con volimenes de 15 ml
cada vez) y se elimino el hexano por destilacion a presion reducida en un evaporador
rotatorio. En el espectro de RMN *H, se identificaron sefiales caracteristicas de ésteres

metilicos de &cidos grasos. Los ésteres metilicos obtenidos, se analizaron por CG-EM.

De la fraccion ApHx/Ae-6 (900 mg), se obtuvo un producto aceitoso de color amarillo,
cuyo espectro de RMN *H, mostré sefiales que indicaron la presencia de una mezcla de

triglicéridos y acidos grasos.
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De la fraccion ApHx/Ae-7 (30 mg), se obtuvo por precipitacion con acetona un sélido
de color blanco con p.f. de 125-130 °C. Su espectro de RMN *H, mostré sefiales que
indican la presencia de una mezcla de esfingolipidos del tipo de los ceramidas (Figura
11).

HO

HO\\\\""{{'

HO

R 1 {1] e

Figura 11. Estructura molecular de la ceramida.

Obtencidn de derivados: Acetilacion de la fraccion ApHx/Ae-7

Con el fin de purificar e identificar las ceramidas presentes, la fraccion ApHx/Ae-7 (30
mg), se disolvié en 1.0 de CH,Cl, y se le agregé 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de
anhidrido acético, se agito y se dejé a temperatura ambiente a que se llevara a cabo la
reaccion, la cual se monitorio por CCF. Una vez concluida la reaccion, se agregaron
unas gotas de MeOH para eliminar el remanente de anhidrido acético, luego se elimind
el MeOH vy el acetato de metilo producido, mediante una corriente de nitrogeno vy el
exceso de piridina se elimin6 al alto vacio. La mezcla de reaccion obtenida se purifico
por cromatografia en capa fina preparativa (CCFp), en placas de 20 x 20 cm y 1 mm de
espesor usando como eluyente DCM/MeOH (9:1), se obtuvieron cuatro fracciones (a, b,
¢, y d), en el espectro de RMN *H, de las fracciones “b y ¢” (17 mg) se identificaron

seflales caracteristicas de dos diferentes ceramidas.
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Extracto de Metanol.

El pepino de mar después de la extraccién con AcOEt, se extrajo por maceracion con
Metanol (3 veces con volimenes de 1 L), por una semana aproximadamente,

posteriormente se filtrd y se concentrd a presion reducida en un evaporador rotatorio.
Peso del extracto obtenido: 49.705 g.

Una muestra del extracto metandlico (10 g) se fraccion6 por cromatografia en columna,
utilizando una columna de 88 cm de alto y 5.5 cm de didmetro, empacada con sephadex
LH-20 (150 g). La columna se eluy6 con MeOH, recolectando eluatos de 125 ml
aproximadamente, posteriormente se concentré a presion reducida en un evaporador
rotatorio, obteniéndose 15 fracciones primarias. En la Tabla 3 se muestra en forma

resumida los eluyentes, el nimero de fracciones y claves de cada una.

Tabla 3. Cromatografia del extracto de metanol.

Fracciones

Fraccion Eluyente Proporcion . Clave
reunidas

1 MeOH 100 % 1 [ApM-1]
2 MeOH 100 % 2 [ApM-2]
3 MeOH 100 % 3-4 [ApM-3]
4 MeOH 100 % 5-7 [ApM-4]
5 MeOH 100 % 8-11 [ApM-5]
6 MeOH 100 % 12-13 [ApM-6]
7 MeOH 100 % 14-15 [ApM-7]
8 MeOH 1009% = sememememm emeeeeeee
9 MeOH 100% - e
10 MeOH e smesmemmm= commmmmees
11 MeOH 100% e e
12 MeOH L
13 MeOH 100% --eemeeem e
14 MeOH 100% = e -

15 MeOH 100% e e
* Ap (Apostichopus parvimensis).
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La fraccion ApM-3 (1 g), se fraccion6 nuevamente por cromatografia en columna,
utilizando una columna de 46 cm de alto y 1.5 cm de didmetro, empacada con 60 g de
octadecilsilano (Cig). Se utilizaron como eluyentes mezclas de agua (H,O) y metanol
(MeOH), recolectando 41 eluatos de 50 ml aproximadamente, los cuales se reunieron
con base en la semejanza de sus componentes determinada en cromatografia en placa
fina (DCM/MeOH/H,0, 7:2.5:0.5), obteniéndose 9 fracciones primarias. En la Tabla 4
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 4. Cromatografia de la fraccion ApM-3 en fase reversa C18.

Fraccion  Eluyente  Proporcion Fracu.ones Clave
Reunidas

1-5 H,O 100 % 1 [ApM-3(1)]
6-10 MeOH/H,O  10-90 % 2-6 [ApM-3(2)]
11-15 MeOH/H,O  20-80 % 7-13 [ApM-3(3)]
16-20 MeOH/H,O  30-70 % 14-18 [ApM-3(4)]
21-25 MeOH/H,O  40-60 % 19-27 [ApM-3(5)]
26-30 MeOH/H,O  50-50 % 28-30 [ApM-3(6)]
31-35 MeOH/H,O  70-30 % 31 [ApM-3(7)]
36-40 MeOH 100 % 32-34 [ApM-3(8)]
41 MeOH 100 % 35-41 [ApM-3(9)]

* Ap (Apostichopus parvimensis).
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De la fraccion ApM-3(7) (21 mg), se obtuvo un solido de color amarillo. Su espectro de
RMN *H, mostré sefiales que indican la presencia de posibles glicésidos triterpénicos.

Una muestra del extracto metanolico (10 g) se disolvio en aproximadamente 15 ml de
agua, se fracciond por cromatografia en columna, utilizando una columna de 32 cm de
alto y 5 cm de diametro, empacada con amberlita XAD-4 (300 g), para separar la sal
contenida en la muestra. La elucidn de la columna se inicié con agua destilada 100%
tomando eluatos de 200 ml, el flujo se mantuvo en 10 ml por minuto y realizando
pruebas de cloruros por precipitacion con una solucién de AgNOj; después de cada
eluato. Posteriormente al observarse la ausencia de precipitacion con AgNOj3 se continud
la elucién con H,O-MeOH (50:50), y finalmente con metanol 100% obteniéndose 16
eluatos, los cuales se analizaron por cromatografia en capa fina (CCFa) visualizdndose
bajo luz UV (254 nm), para ser reunidos con base a la semejanza de sus componentes,

obteniéndose finalmente 7 fracciones (Tabla 5).

Tabla 5. Cromatografia de la fraccion ApM-3 en amberlita XAD-4.

» . Fracciones
Fraccion Eluyente Proporcion ) Clave
Reunidas
1-7 H,0 100 % 1-4 [ApMA-1]
8-10 H,O/MeOH  70-30 % 5-7 [ApMA-2]
11-12 H,O/MeOH  50-50 % 8-10 [ApMA-3]
13-15 MeOH 100 % 11-15 [ApMA-4]
16 MeOH 100 % 16 [ApMA-5]

* Ap (Apostichopus parvimensis).

La fracciébn ApMA-4 (50 mg), se purificd por cromatografia en capa fina preparativa, en
placas de 20 x 20 cm y 1 mm de espesor usando como eluyente DCM/MeOH (7:3), se

obtuvieron seis fracciones (a, b, c, d, e y f). En el espectro de RMN *H, de la fraccion
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“” (17 mg) se identificaron sefiales caracteristicas de un nucledsido, que fue

identificado como la inosina (Figura 12).

Figura 12. Estructura molecular de la inosina.

Obtencion de derivados: Acetilacion de la fraccion ApMA-4

Con el fin de purificar e identificar el nucleésido, la fraccion ApMA-4 (17 mg), se
disolvié en 1.0 de CH.Cl, y se le agreg6 0.1 ml de piridina y 0.5 ml de anhidrido
acetico, se agito y se dejo a temperatura ambiente a que se llevara a cabo la reaccion, la
cual se monitorio por CCF. Una vez concluida la reaccién, se agregaron unas gotas de
MeOH para eliminar el remanente de anhidrido acético, luego se elimin6 el MeOH vy el
acetato de metilo producido, mediante una corriente de nitrogeno y el exceso de piridina
se elimind al alto vacio. La mezcla de reaccidén obtenida se purific6 por CCFp y se
analizé por RMN *H.
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DISCUSION DE RESULTADOS
Triglicéridos.

De la fraccion ApHx/Ae-2 (4.5 mg), se obtuvo por precipitacion con acetona un sélido
de color blanco con p.f. de 46-49 °C, el espectro de RMN 'H (Figura 13), mostrd
sefiales que indicaron la presencia de triglicéridos; en él se observan las sefiales dobles
de dobles (6 4.14, 4.29) tipicas de la parte A;B, del sistema de “spins” A,B,X
conformado por los dos grupos -CH»- equivalentes y el metino (parte X del sistema de
“spins”) del glicerol, este ultimo como una sefial quintuple, 6 5.27. En el espectro se
observan ademas las sefiales de los metilos terminales (-CH3) 6 0.87, los metilenos de la
cadena (-CHj-),, 6 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
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Figura 13. Espectro de RMN *H, de la fraccion ApHx/Ae-2.
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Transesterificacion de triglicéridos.

Se realiz6 la transesterificacion de los triglicéridos para la obtencion de los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos, en el espectro de RMN *H del producto obtenido (Figura
14), se identificaron sefiales caracteristicas de ésteres metilicos, se observd una sefial
maultiple 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 (O=C-OCHg), los protones de los metilenos de la cadena alifatica -(CH2),- vy 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 6 ~2.29. La mezcla de ésteres metilicos se analiz6
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM, Figura
15). Se obtuvo como resultado la identificacion de 14 ésteres metilicos, 12 de ellos
corresponden a los acidos grasos saturados C-14 a C-22 y los otros 2 a los &cidos
monoinsaturados C16:1y C18:1 (Tabla 6).
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Figura 14. Espectro de RMN *H, ésteres metilicos de la transesterificacién de los
trigliceridos de la fraccion ApHx/Ae-2.
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(Time Run: 17:28:19)

File: 1377 FMApHx-Ae-2e
Sample: Dr Quijano Leovigildo Columna HP-5
Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC

Tonization mode: EI+

33000000+

30000000+

27000000+

24000000+

21000000+

18000000

15000000+

12000000+

9000000+

2]1.67

24.06

10.02

34904123

Figura 15. Cromatograma (CG-EM), de los ésteres metilicos de la transesterificacion de

la fraccion ApHx/Ae-2.

Tabla 6. Esteres metilicos obtenidos de la transesterificacion de los triglicéridos de la

fraccion ApHx/Ae-2.

Tiempo
de retencion

18.5

19.02

19.88

Nombre del compuesto Formula
molecular

Tetradecanoato de metilo Ci5H300,

(miristato)

(0]

MAWO/
Tetradecanoato de metilo C15H300-

(miristato)
[e]

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

Pentadecanoato de metilo C16H3,0-

o

Wo/

PM

calc

242

242

256

m/z

obs

242

242

256

%

5.80

16.61
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19.98 Pentadecanoato de metilo C16H320- 256 256
\/\/\/\/\/\/\)CLO/
21.39 Hexadecenoato de metilo C17H3,0, 268 268 11.63
(palmitato, 16:1%)
o
VV\/:\/VWJ\O/
21.67 Hexadecanoato de metilo C17H340, 270 270 43.04
(palmitato)
/\AA/\/\AA)OI\O/
22.44 Heptadecanoato metilo C1gH350- 284 284
\/\N\/\/W\)CJ)\O/
22.88 Heptadecanoato metilo C1gH350- 284 284 4.87
\/\/\/\/\/\/\/\)OLO/
23.83 Octadecenoato de metilo C19H350- 296 296
(oleato, 18:1*%)
A/\/\/\/\/\/\/\)?\O/
24.06 Octadecanoato de metilo C19H350, 298 298 18.91
(oleato)
/V\A/V\/W\)OI\O/
25.18 Nonadecanoato de metilo CooHa00- 312 312 2.18
\/\/\/\/\/\/\/\/\j\O/
26.26 Eicosanoato de metilo C,1H10, 326 326 4.85
M/WWW\iO/
27.29 Heneicosanoato de metilo CoH440, 340 340 1.54
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\j)\o/
28.3 Docosanoato de metilo Co3Hs60- 354 354 2.16
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\io/
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Esteroles glicosilados.

De la fraccion ApHx/Ae-4 (6.3 mg), se obtuvo por precipitacion con acetona un sélido
de color blanco con p.f. de 220-230 °C, en el espectro de RMN *H (Figura 16), mostré
en la region de baja frecuencia un perfil acorde con la presencia de esteroles y entre 3.00
y 5.5 ppm sefiales asignables a protones de carbonos bases de grupos hidroxilo, que

sugieren la presencia de un glicosido esteroidal.

2.28

PpHx/AE-4

0.00

T T T T T T
5.0 45 40 35 3.0 25
f1 (ppm)

Figura 16. Espectro de RMN *H, de la fraccion ApHx/Ae-4.
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Acetilacién de la fraccion ApHx/Ae-4

Se realizd la acetilacion de la fraccion ApHx/Ae-4, para la obtencién de los derivados
acetilados de los esteroles glicosilados. En el espectro de RMN 'H del derivado
acetilado después de purificar (Figura 17), se observa una sefial doble, & 5.14 (J = 8.8
Hz, H-1), asignable al proton anomérico del azucar, la cual se encuentra acoplada con la
sefial triple en 4.10 (H-2’) acoplada a su vez con otra sefial triple en 4.22 (H-3"), la cual
muestra acoplamiento con la sefial multiple en 4.24 (H-4") y ésta a su vez con las sefiales
dobles de dobles en 3.33 (J =10 Hz, H-5"a) y 4.80 (J = 11.2, 4.8 Hz, H-5’b).

Los desplazamientos quimicos y multiplicidad observados en ambos espectros, estan de

L4O

acuerdo con los reportados para el B-xilésido del colestanol,™ que constituye el

componente mayoritario de la mezcla.
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Figura 17. Espectro de RMN *H, Acetilacion de la fraccion ApHx/Ae-4.
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La fraccion ApHx/Ae-5 (124 mg), se obtuvo como un liquido de consistencia aceitosa
de color amarillo, el espectro de RMN *H (Figura 18), indicé la presencia de 4cidos
grasos; una sefial triple deformada a 0.88 ppm correspondiente al grupo metilo terminal,
un simple ancha e intensa a 1.25 ppm que corresponde a los grupos metilénicos de la
cadena hidrocarbonada lineal y un multiplete a 1.63 ppm, producido por los grupos
metilenos B al grupo carboxilo y un triplete en 2.34 ppm debido a los metilenos o al

grupo carboxilo.
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Figura 18. Espectro de RMN *H, de la fraccion ApHx/Ae-5.
Esterificacion de acidos grasos.

Los derivados de los &cidos grasos se obtuvieron a través de una reaccion de
esterificacion con metanol en medio acido y fueron analizados por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM, Figura 19). Se obtuvo como
resultado la identificacion de 14 ésteres metilicos, que corresponden a los &cidos grasos
saturados C-14 a C-24 (Tabla 7).
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File: 1378 FMApHs-Ae-5t (Time Run: 18:21:40)
Sample: Dr Quijano Leovigildo Columna HP-5

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC Tonization mode: EI+
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Figura 19. Cromatograma (CG-EM), ésteres metilicos de la fraccion ApHx/Ae-5.

Tabla 7. Esteres metilicos de los &cidos grasos obtenidos de la reaccion de
esterificacion de la fraccion ApHx/Ae-5.

Tiempo de Nombre del compuesto Formula PM m/z %
retencion molecular cale obs
18.5 Tetradecanoato de metilo C15H300, 242 242
(0]
/\/\/\/\/\/\)]\o/
19.02 Tetradecanoato de metilo C15H300, 242 242 3.56
(o]
/\/\/\/\/\/\)J\o/
19.88 Pentadecanoato de metilo C16H30, 256 256 9.53
(o]
W\/\/\/\/\)J\O/
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19.98

21.68

22.44

22.89

24.07

25.18

26.26

27.3

28.3

29.25

30.18

Pentadecanoato de metilo

(0]

\/\/\/\/\/\/\)J\o/
Hexadecanoato de metilo
o)

/\W/WJ\O/

Heptadecanoato metilo

[0}

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

Heptadecanoato metilo

[0}

\/\/\/V\/V\/\)J\o/
Octadecanoato de metilo
(o)
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\O/
Nonadecanoato de metilo
o]
\/\/\A/\A/\MO/
Eicosanoato de metilo
(o]

/\/\/V\/\/\/\/MO/

Heneicosanoato de metilo
[e]

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)%/

Docosanoato de metilo
]

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)LO/
Tricosanoato de metilo
\AA/\/\M/\/WLO/

Tetracosanoato de metilo
[e]

/\/\/\/\/VWV\/V\)LO/

C16H320,

C17H3402

C1gHz60-

C1gHz60-

C19H350,

C20H100,

C21H120,

C22H140,

C23H4602

C24H150,

CasHs00,

256

270

284

284

298

312

326

340

354

368

382

256

270

284

284

298

312

326

340

354

368

382

32.5

5.04

23.13

3.08

6.74

3.64

8.07

3.34

1.25
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De la fraccion ApHx/Ae-6 (900 mg), se obtuvo un producto aceitoso de color
amarillento, que fue caracterizado principalmente como una mezcla de acidos grasos
saturados e insaturados y de trigliceridos, por medio de su espectro de RMN *H (Figura
20). En el espectro se observé una sefial a 5.3 ppm, debido a la presencia de protones
vinilicos (-CH=CH-). Los protones de los metilenos de la cadena alifatica -(CH,),- y el
metilo terminal -CHgs, dan lugar a una sefial simple y otra sefial triple distorsionada en
1.25 y 0.88 ppm, respectivamente, mientras que los protones del metileno alfa al grupo
carbonilo dan lugar a la sefial a 6 ~2.28. Las sefiales en 4.14 y 4.30 se deben a la

presencia de triglicéridos.

T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 45 40 3.5 3.0 25
f1 (ppm)

1.65
1.63

S
\ 161

2.02

Figura 20. Espectro de RMN *H, de la fraccion ApHx/Ae-6.
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Ceramidas.

De la fraccion ApHx/Ae-7 (30 mg), se obtuvo por precipitacion con acetona un sélido
de color blanco con p.f. de 125-130 °C, que fue identificado de acuerdo con sus datos
espectroscopicos de RMN, como una mezcla de esfingolipidos del tipo de las ceramidas.
Su espectro de RMN *H (Figura 21), mostré las sefiales caracteristicas de los metilenos
-(CH2)s- de las cadenas alifaticas y los metilos terminales (-CHs); que dan lugar a una
sefial simple ancha en & 1.25 y una sefial triple distorsionada en 6 0.86, respectivamente.
En la region entre 3.2 y 4.4 ppm, se observan sefiales para metinos y metilenos que
soportan funciones oxigenadas (OHs) y una sefial en & 7.47, que corresponde al proton
de la amida. En el espectro de masas de la fraccion ApHx/Ae-7 se observo un grupo de
iones moleculares de m/z 768, 782 y 796 asignables a ceramidas similares a las aisladas
del pepino de mar Pentacta australis, del tipo PA-0 y otro grupo de m/z 784, 798 y 810
del tipo PA-1.**

083

2.18
_2.03

7.29 CHLOROFORM-D

/
[
\7.28

747
7.29

T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN *H, de la fraccion ApHx/Ae-7.
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Acetilacion de la fraccion ApHx/Ae-7

Con el fin de tener un producto mas puro, se realizd la acetilacion de la mezcla de
ceramidas, para la obtencion de sus derivados acetilados, los cuales se separaron y
purificaron por CCFp obteniéndose dos productos que se nombraron como acetatos de

ceramida 1 y acetatos de ceramida 2.

Ceramida 1.

En el espectro de RMN 'H (Figura 22, tabla 8) de los acetatos de la ceramida 1, se
identificaron sefiales caracteristicas de las cadenas alifaticas como lo son: una sefial
triple en 6 0.88 que corresponde a los metilos terminales (-CHj3), asi como, una sefial
simple ancha en 6 1.26 tipica de los metilenos de las cadenas alifaticas (-CH,-), y en la
region 2.0 a 2.1 se observan cinco sefiales simples agudas correspondientes a cinco
acetatos, lo que indica la presencia de cinco hidroxilos en el compuesto original, cuatro
de ellos que corresponden a la glucosa y uno que debe encontrarse en una de las cadenas
alifaticas. Se observan ademas entre 3.5y 6.0 ppm, trece sefiales que corresponden a las
bases de los cinco acetatos, la base de la amida, dos protones del metileno base de la
funcién glicosidica, dos protones vinilicos, una sefial doble en 5.70 (J = 9.2 Hz) es
debida al proton de la amida y dos protones que corresponde a la glucosa (la sefial doble
en & 4.47 J = 8.0 Hz para el proton anomérico H-1"" y una sefial maltiple 6 3.67 para el
metino H-57")
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Figura 22. Espectro de RMN *H, del peracetato de la ceramida 1.

En los espectros de *C (Figura 23, tabla 8) y experimentos DEPT (Figura 24), se
observan entre 50 y 140 ppm, once sefiales que corresponden, dos de ellos a los
carbonos de los metilenos (C-1 6 67.30 y C-6"" & 61.84), nueve metinos asignables a los
5 metinos de la glucosa (6 100.58, 71.33, 72.62, 68.31 y 71.93) y los metinos 2, 3,4y 5
(6 50.56, 73.68, 124.59 y 137.15) de la base esfingoide. Los datos discutidos

anteriormente permitieron identificar el peracetato de la ceramida 1 (Figura 25).
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Figura 23. Espectro de RMN **C, del peracetato de la ceramida 1.
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Figura 24. Espectro DEPT 135 (region de 45 a 140 ppm), del peracetato de la

ceramida 1.
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Figura 25. Estructura molecular del peracetato de la ceramida 1.

Ceramida 2.

El espectro de RMN *H (Figura 26, tabla 8) del peracetato de la ceramida 2, mostro
sefiales similares al peracetato de la ceramida 1, siendo la diferencia mas significativa la
presencia de una sefial doble de dobles en & 5.15 (J = 7.2, 4.4 Hz), la cual es atribuida al
proton de un metino base de un acetato, el cual debe encontrarse en la posicion 2 del
acido graso. Lo anterior es congruente con la presencia de una sefial extra (6 73.97), en
el espectro de RMN *3C, (Figura 27, tabla 8), que muestra acoplamiento con la sefial
del proton en & 5.15 en el experimento HSQC; en congruencia, en ambos espectros de
'H y 3C, también se observa la sefial de un acetato extra (54 5.15 y ¢ 73.97) (Figura

28). Lo anterior nos permite identificar el peracetato de la ceramida 2 (Figura 29).
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Figura 26. Espectro de RMN *H, del peracetato de la ceramida 2.
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Tabla 8. Datos espectroscopicos de RMN de *H y °C (CDCls, 400/100 MHz), de la
mezcla de peracetatos de ceramidas 1y 2

Ceramida 1 Ceramida 2
Posicion & 'H & °C & 'H & °C

la 3.58 dd (10, 4.4) 67.30 3.61 dd (10, 4.4) 67.18
1b 3.92 dd (10, 4.0) 3.93 dd (10, 4.0)

2 4.32m 50.56 430 m 50.63
3 5.25t (6.8) 73.68 6.30 t (6.8) 73.12
4 5.36 dd (15.2, 7.2) 124.59 5.36 dd (15.2, 7.2) 124.32
5 5.77 dt (15.2, 6.8) 137.15 5.81dt (15.2, 6.4) 137.37
6 31.93 31.84
1

2 5.15dd (7.2, 4.4) 73.97
17 4.46d (8) 10058  4.47d(8.8) 100.53
2" 4.96 dd (9.6, 8) 71.33 4.95 dd (9.6, 8) 71.22
3" 5.19t (9.6) 72.62 5.18t(9.2) 72.69
Vg 5.07 t (10) 68.31 5.07 t (10) 68.25
57 3.69m 71.93 3.69 71.94
62" 4.15dd (12, 2.4) 61.84 4.14 dd (12, 2.4) 61.84
6b” 4.22 dd (12.4, 4.4) 4.23dd (12.4, 4.8)

NH 5.69d (9.2) 6.31d (8.8)

No se incluyen las sefiales de los acetatos y las cadenas alifaticas

Glicosidos triterpénicos.

De la fraccion ApM-3(7) (21 mg), se obtuvo un solido de color amarillento. Su espectro
de RMN *H (Figura 30), mostrd sefiales que sugieren la presencia de la mezcla de los

glicésidos triterpénicos parvimosido A y parvimosido B.*?
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Figura 30. Espectro de RMN *H, de la fraccién ApM-3 (7).

Nucleosido “inosina”

En el espectro de RMN 'H de la fraccion ApMA-4f (17 mg) se identificaron sefiales
caracteristicas de un nucleosido. Con el objeto de purificarlo, la fraccion se puso en
condiciones de acetilacion con anhidrido acético y piridina, obteniéndose el triacetato de

la inosina (Figura 31).

Figura 31. Estructura molecular de la 2°,3",5"-tri-O-acetilinosina (acetato de inosina).
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Acetato de inosina.

En el espectro de RMN *H (Figura 32) del producto obtenido de la acetilacién de la
fraccion ApMA-4f, se observaron tres sefiales simples agudas en 6 2.10, 2.14 y 2.15,
que indican la presencia de tres acetatos. Se observan ademas sefiales para nueve
protones: una sefial ancha en 12.75 intercambiable con agua deuterada y dos sefiales
simples agudas en & 8.17 y 8.00, que deben corresponder a protones aromaticos, indican
la presencia de la base purica. Una sefial doble en 6 6.16 (J = 5.5 Hz) asi como dos
sefiales triples en 5.87 (J = 11 Hz) y 5.60 (J = 10.5 Hz) y una sefial multiple en & 4.32
que integra para tres protones, sugieren la presencia de un resto glicosidico de ribosa.
Los datos anteriores estan de acuerdo con el triacetato del nucleosido conocido como

inosina (Figura 31)

Congruentemente en el espectro de RMN *C (Figura 33), determinado a 100 MHz se
observaron sefiales de 16 sefiales para igual nimero de carbonos, los que corresponden
a 6 metinos (6 145.4, 138.7, 86.7, 80.6, 73.5 y 70.7), un metileno a 6 63.2, 3 metilos (&
21.0, 20.7 y 20.6) y 6 carbonos cuaternarios (6 170.5, 169.7, 169.4, 159.0, 1489 y
125.7), de acuerdo con los experimentos DEPT (Figura 34). En el espectro de masas
determinado por el método DART (Andlisis Directo en Tiempo Real, por sus siglas en
inglés) se observa el ion molecular de m/z 395, que esta de acuerdo con la formula
molecular C16H1gN4Og. Los datos espectroscopicos reportados en la literatura,*? estan de
acuerdo para la 2%, 3", 5°-Tri-O-acetilinosina (Figura 31). Lo anterior fue confirmado
por comparacion con una muestra autentica de inosina (Sigma-Aldrich) y la preparacion
de su acetato.
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Figura 32. Espectro de RMN *H, del producto de acetilacion obtenido de la fraccion
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Figura 33. Espectro de RMN *3C, del producto de acetilacién obtenido de la fraccion
ApMA-Af.
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CONCLUSIONES

El estudio quimico del holotdrido o pepino de mar “Apostichopus parvimensis”,
condujo al aislamiento e identificacion de triglicéridos, &cidos grasos, esteroles
glicosilados, dos ceramidas, un nucleésido y una mezcla de glicésidos triterpénicos, con
base en sus datos espectroscdpicos principalmente de RMN, EM y por comparacion con

los datos reportados en la literatura.

Se aislaron mezclas de &cidos grasos Ci4 a Cys Saturados e instaurados y sus
correspondientes ésteres metilicos, los cuales fueron identificados por cromatografia de

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

Se identificaron los ésteres metilicos de &cidos Ci4 a Cyp, saturados e insaturados,
correspondientes a los triglicéridos del organismo estudiado, los cuales fueron

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

Se identificaron dos esfingolipidos del tipo de los cerebrésidos (ceramidas), los cuales se
aislaron y purificaron mediante la preparacion de sus respectivos derivados

peracetilados.

Se aislo e identifico un compuesto cuya presencia no ha sido descrita anteriormente en la
Clase Holothuroidea, el cual se identific6 como la “inosina”, la cual se aislé6 como su

correspondiente derivado acetilado: 2°,3",5"-tri-O-acetilinosina (acetato de inosina).
Este trabajo constituye el segundo estudio quimico sobre el holoturido o pepino de mar

“Apostichopus parvimensis” (Syn. Stichopus parvimensis), por lo que esta investigacion

contribuye al conocimiento del género.
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Apostichopus parvimensis: Etapa juvenil.
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Apostichopus parvimensis: Etapa adulta.
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Apostichopus parvimensis: Etapa adulta.
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