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RESUMEN

La fraccién coruda conteniendo el principio activo del
pepino de mar Stichopus parvimensis, me aplicé a conejoz de
prusba para observaxr los efectos producidos en sus
componentes sanguineos.

Para asegurar la bloactividad del principio activo, ae
realizd un bloensayo sobre peces de prueba Girella nigricans,
para los que resultd letal el compussto aplicado.

Se midieron lo= niveles de glucosa, hemoglobina,
colesterol y proteinas totales en sangre junto con recuento
de eritrocitos y leucocitos en conejos Nueva Zelanda, mismos
a los que =me les aplicé el principio activo del pepino de mar
Stichopus parvimensis. Los resultados obtenidos se compararon
contra los valores medios sin tratamiento de dichoa conejos;
encontrandose diferencias apreciables solo en el recuento de
eritrocitos- con una disminucién del 20 * 2.3%, =in presentar
est.ados patolégicos y con recuperacion al final del
tratamiento. Se propone la - hemdélisis como causa del
dearemento de exritrocitos.
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10.~ INTRODUCCION

1.1.- GENERALIDADES

La Farmacologia Mavina =-estudio y utilizacién de drogas
de origen marino- es un campo relativamente nusvo. Sin
embargo, _los organismos marinos ys/o sus materiales han sido
usados desde tiempos antiguos para curar o aligerar varios
padecimientos, que van desde dolores estomacalem hasta
enfermedades menos= comunes (Martin y Padilla, 1973).

En las dGltimas décadas, se han aislado una gran cantidad
de drogas Gtilem a partir de plantas y animales terrestres.
Aungque es Iimposible recopilar una lista completa, estas
drogas incluyen analgésicos, antibidéticos, ant.iceagulant.es,
agentes antileucémicos, agentes cardioactivos, enzimas,
hormonas, narcéticos y vitaminas (Martin y Padilla, 1973).
Formando parte de los agentes cardioactivom se encuentran los
lamados glucésidos cardioténicos, substancias que permiten
realizar al corazén ineficiente el mismo trabajo con menor
consumo de oxigeno, aumentando su eficiencia mecénica (efecto
inotroépico positivo). El cardioténico mas importante es el
que 8se encuentra en la planta llamada Digital; poxr lo
anterior también =e les denomina glucésidos cardiotdnicos,
principios cardioactivos o digitalicos (Litter, 1972). Dentro
de =su estructura existe un esqueleto central formado por tres
clclohexa_nos y un ciclopent.ano, conocido como

ciclopentanoperhidrofenantreno <(Fig. 1), unido a una cadena




lateral formada por algunos monosacéridos (Dominguez,

2

1973,

Como ejemplos de digitalicos de uso en farmacia emtén la

digitoxina y la digoxina (Fig. 1).

En todas las preparaciones de digitalicos se encusntran

compuastos denominados saponinas <(Kuschinsky y Lillman,
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Fig. 1.- a) ciclopentanoperhidrofenantreno. b) digitoxina

c) digoxina
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formados poxr esteroldes y azGcarems o triterpenocides, que
estan ampliamente distribuidos en plantas pero en animales
terrestres son poco comunes (Hashimoto, 1979). Dentro de los
compuestoz de origen marino son de particular importancia las
saponinas producidas por lozs llamados pepinos de mar. Estos
organiamos, pertenecientes al philum Echinodermata y clase
Holothuroidea (parientem cercanos de erizos y estrellas
marinas) tienen una caracteristica muy especial: algunas
especies como dctinopyga agassizi y Holothuria difficilis
descargan unos filamentos muy delgados y de consistencia
pegajosa cuando =son perturbados. Estos filamentos est.an
normalmente asociadoa al tronco del arbol respiratorio cerca
del ano, y son los llamados oOrganos de Cduvier, que poseen
caracteristicas téxicas, y la deteccién de au toxicidad dié
origen al estudio de las secreciones de los pepinozs de mar.
Sin embargo, se ha encontrado que todas las partes del cuerpo
de un pepino -aeontienen saponinaz y muchas especies muy
toxicas no contienen lom +tdaGbulos de Cuvier, como son
Holothuria aitra y Stichopus jJaponicus, y m&s aan, muchas
especies estan reportadas como no téxlcas (Scheuer, 1983).

Las toxinas aisladas de las paredes del cuerpo y de los
6rganos de Cuvier en los pepinos de mar, consisten en una
mezcla de glicésidos esteroidales. Estos materiales son
solubles en agua y en =soluciones de etanol, estables al caloyr

y generalmente no dializables (Baslow, 1977).
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Ya que la clase Holoturoldea invariablemente contiene
saponinas <(Hashimoto, 1979), loas pepinos de mar constituyen
una fuente potencial de recursos para la obtencién de nuevos
componentes; sustanciasm qgue pundan- utilizarse para Ia
curacién, mitigacién o prevencién de las enfermedades y
padecimientos del hombre u otros animales.

Aunque la pesqueria del pepino de mar es aun a pequefia
escala (CGaddy, 1989), se puede pensar en un aprovecshamiento
integral en el que se destine una parte hacia la basqueda de

farmacos y la otra a complementos de tipo alimenticio.

1.2.- ANTECEDENTES

El primexr reporte sobre la naturaleza de las secreciones
de loms pepinos de mar data de 1880: Cdooper observéd que
clertas especies pueden descargar de BUS cavidades
viscerales, filamentos que producen inflamacionss dolorosas
al contacto con la piel humana <JHalastead, 1967). A partir de
estas observaciones iniciales, las secreciones de pepino de
mar despertaron el interés de otros investigadores:

Yamanouchl <1988), usmando extractos en agua de mar de
lam paredes corporales de Holothuria vagabunda, -detectd
let.alidad en peces marinos. Philips et al. (1986> d(oitado poxr
Halstead, 1967) indicaron que la via de entrada del toéxico
fueron las branquias y propusieron que la accién de estoam

extractos sobre las paredes de las membranas celulares puede
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sexr la principal causa de muerte en vertebrados . envenenados.
Posteriormente, Jakowska et al. (1988) encontrarvon que Ila
saponina esteroidal ailslada de Actinopyga agassizi producia
cambiom - hematolégicos. Ruggilexri y Nigrelli 192600 probaron
lom extractom crudos de 4. agassizi en larvas de equinodermo,
encontrando deformaciones durante el desarrollo embrionario
de éntas, asi como letalidad en ratones e inhibicién de
crecimiento en protozoarios. Nigrellli y  Jakowska 19600
reportaron que los extractos de pepino de mar suprimian el
crecimiento de las raicem adéreas en berros, y causaban
necrosis en raices de cebolla, dompararon ademas la=
propiedades hemoliticas de la holoturina con =soluciones
estandar de wsaponina comercial en eritrocitos de conejo, lo
cual reveld una potencia para la holoturina diez veces mayor
que el producto comexcial.

Maxrderosian <1969) encontrd que las secreciones de
estos organismos muestran una amplia variedad de efectos
sobre wsistemas blolégicos. Entre éstos =me incluye: toxicidad
en animales como crustaceos, anémonas marinas, gusanos de
tierra, moluscos, peces y mamiferom, ademés de propledades
hemoliticas, efectos citotéxicos y neuromusculares y accién
antitumoral.

Lasley y Nigrelli <1971) encontraron para extractos
acuosos y- compusstos quimicos aislados de 4. agassizi, un

efecto significativo en la tasa de movimiento ameboideo de




6

leucocitos, lo que se manifiesta en una estimulacién de la
migracién de émtom en concentraciones relativamente - bajas,
y una inhibicién de =su movimiento a altam concentraciones.
Descubrieron también que estom extractom causan un clerto
porcenta je de dasintegracidon de las células blancas,
decremento en conteos celularea y alteracién en la viabilidad
celulax, propiedades  neurotdxicas, actividad antitumoral
(capaz de suprimir el arecimiento del Sarcoma~i80 y de
tumores Krebs-2 en ratones), asi como efectom en las acélulas
sanguineas de Rana pipilens. Poousidio (1983) menciond gue los
extractos de HNolothuria pulla, H. jfuscosinerea, Actinopyga
lecanora y Opheodesoma grisea son capaces de romper las
membranas de los eritrocitos humanos,

Marderosian <1969> mencioné gqgue de unas 1100 e=mpecie=m
existentes en la clase Holothuroidea, por lo menozs 80
especies se han yreportado como tdxicas. Hashimoto (1979
enlista entre los holoturoideos mas estudiados con presencia
de toxicidad a los siguientes:

Actinopyga agassizai
Actinopyga maﬁr*ttania
Holoturia atra
Holoturia cubana
Holoturia edulis
Holoturia mexicana

Holoturia vagabunda
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Morrim et al. (19800 mencionaron gue pruebas en peces
sometidos a extractom de Stichopus parvimensis moatraron que
ni la pared corporal nl las viceras de este pepino marino
contenian materiales tdxicos.

Un efecto interesante del principio activo de Ilo=m
pepinoe de mar es la inhiblcién que ocasionan a Ia
adenosintrifosfatasa dependiente de =modio y potasio (Goxrshkov
et al., 1982, ya que esta enzima estéd relacionada con el
efecto cardioténico de los glucdsidos digitalicos. Usablaga
del Moral <1990 reporté que la fraccién cruda de 8.
parvimensis presentd inhibicién enzimatica sobre la bomba de
Na®, K'- ATPasa, Cuando la accién de lom digit.alicos ocurre,
la adenosintrifosfatasa es inhibida de manera concomitante
(Goodman y Gilman, 1978), pox lo que la inhibicién de esta

enzima causada por el principlo activo del pepino de mar

puede =er un indicio del. potencial terapéutico de tales

organiamos. Para el caso de Stichopus parvimensis no existe -

ningin reporte de los efectos que sus secreciones ocasionan a
un vertebrado superior, y mas especificamente, sobre =su
sistema eardiovascular.

En estudios preliminares levados al cabo en la Facultad
de Ciencias Marinas <UAB.{4), se ha encontrado un efecto
inotrépico positivo en el corazén perfundido de la almeja

plamo Tivela stultorum sometido a extractos de $. parvimensis
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(Guerra~Rivas, comunicacién persmonal), pero considerando gue
una de las vias méas comunes de aplicacién para la prusba de
éstos compuestoz ez la intravenosa, es importante =mabex los
posibles efectoz en el vehiculo encargado de transportar a
dichos compusstos a través del organismo hacla sus sitios de
accion, es decir, la sangre.

Si bilen sme ha revisado el efecto gque extractos de
algunos holotaridos causan a células blancas y rojas (Lasley
y Nigrelli, 1971; Pocsidio, 1983, no =e han reportado
estudios de los efectos smobre otrom parametros que conforman
la quimica sanguinea. Estos resultados preliminares han
sugerido 1a necesidad de conocer mas a _fondo el
comportamiento y propledades de estos compuestos al ser
aplicados por una via rapida a un organismo vivo.

Este trabajo pretende observar la interaccidén en lom
elementos sanguineos de organismos bajo la acciénm del

principio activo de Stichopus parviemsis.

1.3.- DESCRIPCION DE LA ESPECIE..

El cuerpo de loms pepinos de mar es alargado, sin brazos,
pero con una serie de tentaculos que rodean la regién bucal.
El tracto intestinal es elongado terminando en el ano.
Algunos tienen pequefios "“ples'" tubularez o papilas que rodean
el cuerpo. El poder de regeneracién de sus viceras es grande,

y va de 10 dias a doms meses. Son animales de wvida libre, con
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sexos smeparados aungue algunom son  hermafroditas. Son
cosmopolitas en su distribuciétn y =e encusntran deads aguas
someras hasta grandes profundidades, con alimentacidén
consistente en material bentdnico, plancton y detrito. Aungue
los pepinos de mar no son muy usados poxr los pecem como
alimento, =son un importante recurso alimenticio para el
hombre en la regién Indo-Pacifica, donde son vendidos bajo el
nombre de “Trepang' o "b#che-de-mer" (Halstead, 1967).
Stichopus (Parastichopus) parvimensis alcanza hasta 28
cm de longitud y esta cubierto con pequefias carnosidades
punteadas., La coloracién del cuerpo varia de naranja amarillo
a café rxojizo. La boca estéd rodeada por tentéculos
retractiles que son pies tubularems modificados para la
alimentacién. El cuerpo es suave y blando, pero al
manipularse se engruesan, se ponen rigidom y evisceran. Lo=m
6rganos perdidos son regenerados en uno o doms meses. Habita
entre las rocas desde la zona de marea baja hasta el fondo de
loe manto= algales. En bahias =me encuentra =sobre el lodo,
arena y sobre los pastos marinos. Su distribucién va desde
Monterey, California, E.UA. hasta Baja California, México

(Brandom y Rokop, 1983).




‘ 2.0.~ OBJETIVO

Determinar lom efeatos hematolégicon del principio
activo del pepino de mar Stichopus parvimensis en conejos

Nueva Zelanda.

10




3.0~ METODOLOGIA

3.1~ AREA DE GOLECGTA

Los organismos se colectaron en la zZona de Punta Banda
-.conocida como "El Zeppelin”, la acual esta formada por un
cordénm montafiogo que se encuentra a 31°45’N, ﬂ6°45’w, al sup
de la Bahia Todos Santos, B.Q. (Fig.2) (Secretaria de Marina,
1974>. La =zona es de acantilados con playa rocosa de mediana

energia en el lugar de coleata de los organismos.

8.2.- GAPTURA DE Stichopus parvimensis Y OBTENCION DEL
PRINGIPIO ACTIVO A PARTIR DE SUS SECRECIONES.

En la captura se usé buceo aut.dnomo; los organismos se
colectaron entre loe 3 y 8 metros de profundidad, =se
depositaron en Jabas y se transportaron a la playa. Fueron
pesados y enjuagados para ser colocados en bidones con agua
destilada, dejandolos a extraccién durante aproximadamente 4
horas, sacéndolos antes de la evisceracion d(los organismos =se
retornaron a su medio). Los fluidos corporales mse llevaron
al laboratorio para su posterior tratamiento.

El extracto obtenido fue filtrado, ajustado su pH a 4 y
se le afiadié NaCl <(50g por litro de extracto). Posteriormente
se extrajo con butanol <(1:1). La fase butanotlica se concentrd

mediante destilacién a presién reducida con un rotavaporadoxr

11
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YAMATO RE-51 con bafio de agua a temperatura cont.rolada YAMATO
BM-51 a 40°CG, del que me obtuvo un polvo de color blanco
cremoso, el cual fué lavado 3 veces con acetona Yy
posteriormente con benceno <ApSimon et al. 1972). Seco el
polvo, me etiquetd como “fraccién aruda" y estuvo listo para
su ‘utilizacién. Se probaron también en este ensayo dos
compuestos <F1 y F2) purificados por Iffiguez Martinez (19900
a partir del polvo qgue contiene el principlo activo,

aplicando el mismo método.

3.8.- PRUEBA DE BIOAGTIVIDAD

El extracto orudo acuoso con el principio activo del
pepino de mar, =se probd en pecem Iintermarecales Girella
nigricans <chopa gris) para comprobar su toxicidad. Se usaron
3 peces (por smeparado) de 4 ocm de longitud. En 1 £ de agua de
max, con aereacidén y agitacién suvave; =se afiadieron 08 ml
del extracto concentrade cada 5 minutos, registrando el
comportamiento de los peces hasta =su deceso. La fraccién
cruda de S. parvimensis =se probd en otrazs 3 chopam <6 cm)d.
Estas se colocaron en 500 ml de agua de mar con aereacién y
agitaciéon suave. El polvo me disolvié en agua de mar <1.28%6),
y se agregaron 0.5 ml del extracto cada 5 minutos. Ambosm
bioensayos w®me llevaron a qabo contra un control, con las
miamas caracteristicas pero sin la aplicacién de lo=s

compuestos de prueba.
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8.4.~ BIOENSAYO -EN CGONEJOS

Se utilizaron un total de 16 conejos Nueva Zelanda
product.o de dos camadas obtenidazs con los mismos padirea. Una
vez destetadozs se lezs alimentd diariamente la misma racién y
a la misma hora con concentrados comerciales (esto siguld
hasta finalizar todos los experimentos). A partir de los 3-4
meses de edad, se comenzdé con el anilisls de sus valores
sanguineos en condiciones normales. La sangre =se obtuvo poxr
medio de una peguefia incision en la vena de la oreaja,
colecténdome en un vasito de pléstico que contenia floruro de
sodio como anticoagulante (.10 mg Nal"‘i/ml de sangred(Lynch et
al.,, 1984). Se estudiaron un par de conejos diariamente, cada.
ensayo se realizé por triplicado, hasta obtener un registro
individual de- los parametros analizados para cada conejo. El
namero de observaciones para cada conejo fueron variables,
con un méximo de 8 observaciones para cada parametro.

Posteriormente, =se aplicaron por via intravenosa lo=
compuestos de prueba. Como testigo de prusba se utilizd
digoxina en forma de preparado comercial Campollet.a
inyectable de 2ml con 08 mg de digoxina), que se administroé
a trea conejos con monitoreo de su eatado de =malud antes de
cada aplicacién. El testigo =e aplicé durante 6 a 7 dias

consecutivos, con domia fijas diarias de 00625 mg y a la
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misma hora para cada conejo. Después de esto, la fracoidn
cruda de S. parvimensis =se aplicé en dosis individuales de
045 mg ddosis para infantes, DIGCIONARIO DE ESPECIALIDADES
-FARHAGEUTIGAS, 1981) a 3 conejos durante 6 a 7 dias; el
compuesto Fi sme aplicé a 3 conejoms en dosis individuales de
0008 mg y el compuesto F1 se aplicé a 2 conejom con 0003 mg
a cada uno CF1i y F2- en solucidén praparada por
Iffiguez=-Martinez, 1990). En todom los casom =e realizdé un
monitoreo del eatado de salud de cada individuo
Ccuantificacion de paraAmetros sanguineos): antes de cada
aplicacién. Tanto la toma de mueatra como la aplicacién de la
dosis se realizaron con los organismos en ayuno.
8.5.~ SEQUIMIENTO DEL ESTADO DE SALUD

Ademés de la observacién diaria del comportamiento de
los animales, =se¢ cuantificaron los - siguientes parametros
sanguineos:
Glucosa d<Método de Somogyl-Nelson, Lynch et al, 1984).
Hemoglobina <(Método de Drabkin, Lynch et al., 1984).
Colesterol (Método de Lieberman-Burchard, Rendina, 1974).
Proteinas Totales (Método de Biluret, Rendina, 1974).
Recuento de eritrocitos (Lynch et al., 1984),

Recuento de leucocitos dLynch et al., 1984).

3.6,~ TRATAMIENTO DE DATOS

Para asegurar que los parametros sanguineos obtenidos
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antes de la aplicacién de los compuestos de prusha fueran
normales, se aplicé la pruesba Ji—cl_s':af_lr;_gx_ia o (para_ curvas gcon
forma monticular) (Mendenhall, 1982>. Debido _al tratamiento
aplicado a los organismos de prusba se realizé un anslisis
Anova anidado para \‘..'amaﬁo, muestralea distintos (Sokal y
Rohlf, 1969). Para evaluar el efecto ocasionado por cada
tratamiento se aplicé la prueba t de student (para n < 30) a
cada grupo de resultados. En cada caso se compard el valor
promedio de cada pavametro estudiado en los organiamos de

prueba =in tratamiento, con el wvalor promedio del méximo

efecto observado durante el tratamiento (efecto maximo)d.




4.0.- RESULTADOS

La  prusba de bioactividad mostrd, para el extracto
acuoso, letalidad en peces Girella nigricans hacla los 26 % 3
minutos, mientras que para la fraccién cruda en polvo, hacia
los 14 * 1.8 minutos. El comportamiento registrado sme muestra
en la Tabla I, el acual fue similar en los doms bloenzayos
excepto en el tiempo de muerte.

La distribucién de frecuencias para los paréametros
bioguimicos analizados antes del tratamiento se mueatran en
las figuras 3-4. El tratamiento de estos valores para
determinar su normalidad, mostréd, pﬁra un 90% de conflanza,
que no existieron diferencias significativas entre los
- valores medios de los paraémetros sanguineozs de cada conejo
(de acuerdo al estadistico de prueba Jji~cuadrado). Estos
valores se muestran en la Tabla II. El analisis Anova anidado -
aplicado a lo=s tratamient.os no mostré diferencias
significativas entre los grupos y los subgrupos de Ilo=
organismos --de prueba (Tabla IlI). Después de la aplicacidén
.del testigo, la fraccién cruda y los compuestos aisladom de
1a fraccidén cruda, ae encontraron difexrencias
estadisticamente significativas 86lo para el recuento de
eritrocitos rempecto a su recusnto =in tratamiento, de
acuerdo a los valores obtenidos para la prusba t-Student

(tabla IV) con una disminucién del 25% aproximadamente.
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El testigo usado ddigoxina)d ccasiond un decremento de
eritrocitos del 249 & 3% (Tabla IV). La fraccién cruda de
S. parvimensis mostré un comportamiento analogo al del
testigo, con un decremento de eritrocitos del 26 * 2.3%
(Tabla IV). En cuanto a los efectos de los compuestos Fi1 y F2
obtenidos del principlo activo de 8. parvimensis  por
Ifiguez-Martinez d{1990), =se observd para M un efecto
paralelo al de la fraccidén cruda, causando un decremento del
227 * 14%, mientraz que F2, a la misma concentracién,
mostrdé escasa interaccidon con el organismo. La diferencia
entre le wvalor medio de eritrocitom =sin tratamiento, y el
valor medio del efecto al aplicar los compuestos de prueba se
presenta en la figura 8 Para todos los casos, los wvalores
diarios obtenidos durante la aplicacién de los compuestos de
pruehba =e muestran en la tabla IV. Los organismos de pruaba.
nunca mostraron comportamientos irregulare=s, ni sintomas de
estado patolégico.

El analisis estadiatico aplicado a los efectos
ocasionados por la compuestos de prueba sobre el recuento de
eritrocitos, mostrd para la fraccién cruda y el compussto F1

diferencias a un nivel de significancia del 95%.




TABLA I - BIOENSAYO CGON PECES Girella nigricans
PARA SEGUIMIENTO DE TOXIGIDAD

TIEMPO DESPUES DE LA

5 BINTOMAS
ADIXCION (minutos)
Extracto Fraccidon
Acuoso Gruda
5 8 Nado rapido y agitado, con tendencia
a subir o Lo superficie. Estrés que
ee aprecio en Lo aleta doreal erizado.
10 5 2e von ol fondo y se mantienen
aletargodos. Lo oaleto dorsal eigue
erizada,
45 10 8iguen en el fondo abriendo y
cerrando lLla boca con frecuencia.
La aletoa dorsal abajo
20 a2 Comienzan a abrir el apbroulo con
"tos" cada 40-49 eegundos.
25 18 Piseminuye frecuencia opercular, pdrdida

de equilibrio, cambio de coloracidn en
Lo piel de grie o negro. Muerte.
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TABLA II

CONSTITUYENTES SANGUINEOS OBTENIDOS
DE CONEJOS EN CONDIGIONES NORMALES

CONSBTITUYENTE MEDXA + (o4
ALUCOSA 70 + 7.4
(Mg %)
HEMOOLOBINA 18.5 + i.2
(g
COLEETEROL 206 + 4.5
{mg)
PROTEINAS 4.5 + . 49
(Mg
ERITROCITOS 55 + 8.4
] 8
140 cels./mm
LEUGCOCITOE 6.5 + . 68

8 ]
X400 cels/mm

n = 16
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TABLA XXX

24

VALORES DE ANOVA ANIDADA PARA TAMARNOS
DE GRUPOS MUESTRALES DISTINTOS

MEDIA DE F F

FUENTE DE " SEUMA DE " .
VARIACION v CUADRADOS CUADRADOS
o m 0,05
ENTRE
a8 2050, B G08. 4 4. 85 0. 826
GRUPOS
ENTRE
? 5700, 2 026. 0 2.47 2. 055
BUBGRUPOS
R 62 20447, 0 402. 8
SUBGRUPOS ' )
TOTAL 74 27986, 6

«Q
-
1]

F = F tedrica

F e F estimado

gradoe de lLibertad




TABLA IV

RECUENTO DE ERITROCGITOS DE JONEJO DESPUES DE LA
APLICACION DEL PRINGIPIO AGTIVO DE S. parvimensis

DOS I8 PARA
CADA ANIMAL

5
CREB x40

MEDXA

ERROR STANDARD
DE LA MEDIA

I

t-s8tudent

MAXXIMO
DE PRUEBA
NORMAL EFECGTO NORMAL EFEGTO T B
PRINCIPIO 57.8 42, 4 4. DOB G.207
AGTIVO
+ 4. ce + n.08 + 4.490 + 2.74 o m 0.05
0,45 wmyg
n=8
55. 0 44, 9 1. 800 2. 840
TESTIGO
(DIGOXINA) + 2. 08 + 5.008 + 2. 07 + 8.50
o m o, d
0. 0425 myg n=8
57. 4 . 4. BOB 4. 530
FRACCION 4 ’ 4d.0
0. 006 m + 2.22 + 8.00 + 4. 20 + a.79
9 5 2 o o m 0,085
n=4d
59. G 52, . 908 1.000
FRACCION 2 " 4 8
+ 4. 20 + 2,80
0. 005 wmyg * 4.20 t z.80
o m 0,05
n=2
CRS8 = CELULAS ROJAS SANJUINEAS
T = TEORICA
E = ESTIMADA




Tabla V RECGUENTO DE ERITROCITOS C(x 10% cels/mm”> DE
CONEJO Y APLICACQION DE COMPUESTOS DE PRUEBA
DURANTE LOS BIOENSAYOS

4 pla
conejo
1 2 a 4 5 6 7 8 © 40 44 42
4 55 - B8 ww e we 0 -- -- 57 B2
$ = - 4 4 $ E 4 %
2 | sae -—— 55 ce e == == 46 58 ©8 B9
t £ = E 4 - 4 $
” ) 57 59 50 —_—— G2 —-—— 54 —— 48 485 G5 B8O
+ 4 * 4 4 *
Py B4 54 -~ B0 e - —- 562 BS5
o o o o
5 s? 87 am mm - 46 67 58 586
o o o 0
6 59 67 o4 - 5P -— 5O -- 46 45 57 98
o o o
7 54 - = == -~ B4 G4 48 B - GO

- 48 54 54 G4
00 00

10 58 -— G4 = -=- BO 4G 490 56 57
00 00 00 00 00
14 57 a0 G4 - G2 —-= GO - = &4 42 57 S
00 00 [ ]

£ Frocoidbn cruda .45 wg
0O Fraccion 4 . 0095 wmg

@ Frocoion 2 .008% myg

W Digoxina .06 wmyg

-= No se realizd

el analisie




5.0.- DISCUSIONES

8.4.- EFEGTO SOBRE PEQES.

Una parte fundamental en el estudio de todo compuesto
con potencial farmacolégico, es la verificacién de U
presencia en las diferentes etapas de la extraccién vy
purificacién; por esta razén se realizé un bioensayo para
obmervar el efecto del extracto acuoso y de una fraccién
cruda <butandlicad) sobre . nigricans. Morris 1980> menciona
que pruebas en peces mostraron que ni las paredes corporales
ni las viceras de Stichopus parvimensis contienen materiales
toxicos. ‘Sin embargo, se presentd una interaccién muy clara
tanto en el extracto original, como en la fracclén oaruda
obtenida del mismo (Tabla I>, ademés con una marcada
diferencia en el tiempo de muerte, =siendo menor para los
peces sometidos a la fracclén cruda.

Este resultado puede dar a entender que la fraccién
cruda ganod actividad, lo que resultaria légico si
consideramos que esta fraccién estd mas libre de impurezas
dado que pamé por mayor numero de tratamientos.

Sin embargo, hay gque considerar gque existen ffactores
ajenoms al compuesto de prueba que también pueden tener efecto
en el resultado final. Rand y Petrocellli <1985) mencionan que
los animales jovenes =mon més sensibles al estrés producido

por el manejo, lo cual puede disminuir la resistencia a los

a7




28

toxicos. Ademés no hay que olvidar que la purificacién del
compuesto ha =sido parcial, y al aplicar una concentracién
conocida de éste, estan incluidas impurezas que podrian
ocasionar otxro= efecto=, - incluyendo alguna reaccién
antagénica, Sin embargo, Yamanouchi <1955) prepard extractos
acuosos de Holothuria vagabunda, y los encontrd toxicos para
Girella punctata, que murié al final como resultado de una
paralisis muscular completa. Por otro lado, Iffiguez-Martinez
€1990> menciona hemoélisis en la regiétn branquial de d.
nigricans sometida a extractos de §. parvimensis. En =su
conjunto, el comportamiento observado en el cribado de
biloactividad para las secreciones de S. parvimensis sobre Ga.
nigricans por Ifiiguez-Martinez <1990), es wmimilaxr a los
sintomas que me presentan en- - la Tabla I Esto nos da un
indicio de la actividad gue sobre sistemas blolégicos posee
el principio activo de S. parvimensis, ademés de que viene a
refutar lo mencionado por Morris <1980) respecto a este

pepino marino.

5.2.- EFECTO SOBRE JONEJOS.

Gomo punto de partida en todo bloensayo, necesitamos
conocexr las caracteristicas de los organismos de prusba en
condiciones normales. A pesar de que los organismos de prueba

se criaron bajo las mismas condiciones experimentales, con la
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miama alilmentacién y cuidados en general, e incluso la toma
de muestra se realizdé a una hora filja, se notaron pequefias
diferencias en los parametrom hematolégicos de todo el grupo,
e incluso en un mismo individuo de un dia para otro. Sin
embargo, estas diferenciams fueron despreciables ya que
siempre se mantuvieron alrededoxr de los wvalores medios
reportados para conejos de esta especie. El andlisis
estadistico aplicado a los conjuntos de datos antes del
tratamiento no mueastra significancia en la variacién. Esto
mismo fue notado por Casey et al. (1934), lo que representa
una gran conflanza en los valores normales obtenidos.
Schermer <(1967) dcitado poxr Weisbroth et al.,, 1974) menciona
falta de concordancia referente a las variaciones ritmicas de
leucocitos para conejos de esta especie. Fox y Laird <1970
revelan no =sdélo variaciones diurnas en leucocitos, sino
también en otros componentes celulares, incluida la
hemoglobina, Ademés lam domis medias de efecto mon muy
variables, dependiendo de la edad, el peso, el mexo, Ia
susceptibilidad a la droga, alimentacién @ incluso
condiciones - -ambientales asi como para individuos de una misma
progenie (Littexr, 1972).

La figura 5 muestra el comportamiento del recusnto de
los glébulos rojos al aplicar los compuestos de prusba. Con

excepciéon de F2, tanto el testigo como la fraccién cruda y Fi
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muas-t.ran un efecto simllar entre =1, con una marcada
disminucién respecto a sus medias sin aplicacién, Dado que la
demviacién estandar de cada valor medio no se traslapa con
aguella del valoxr medio de maximo efecto, tenemos una
diferencia significativa entre eatos dos valores, Si
comparamos con F2, vemos gque ambos intervalos se traslapan,
poxr lo que podemom considerar gque F2 no ocasiond cambios
significativom al recuento de eritrocitos. Ademas, al aplicar
el estadistico de prueba t-Student., encontramos que
efectivamente, a6lo F2 cae dentro del wvalor coritico dtabla
IV, lo que noms indica que sus dos valores medios (media
normal y méximo efecto) mon iguslem. En cambio, el valox de ¢
para cada uno de lom otrom casos cas fuera del valor aritico
esperado, lo gque coincide con lo observado. Sin embargo, es
importante notar que esta disminucién no rebasa los limites
considerados como normales para conejos de esta especie.
Aunque hay discrepancia en el rango considerado como normal,
algunos autores reportan rangos que van de 30 a 80 %10°
cels/mm". Si obmervamos en la figura 5 cada valor de maximo
efecto, vemos que ninguno de éstos sme encuentra por debajo
de este rango.

Poxr otra parte, =i seguimos 1;3\8 ' diags de aplicacién de
cada compuesto (tabla V), se aprecia que en todom los casos

hay tendencia a la recuperacién y en algunos casos incluso




31

antes de terminar con la aplicacién, Sobre esto, Litter
1972> wmenciona, respecto a la tasa de desaparicién de las
drogas, que la cantidad que desaparece del organismo -por
biotransformacién y excrecién- en 24 horas, es una racclién
de la dosis administrada, lo que se debe a su fijacién en el
organismo y a su lenta excrecién, todo lo cual condiciona la
persistencia de la-accién de una dosis.

La acumulacién de las drogas en el organismo tiende a
ser un proceso autolimitadox cuando =e administra una dosis
fija diaria, aunque es variable para cada individuo. Al
principlo, com poca cantidad de droga presente en el
organiamo, la eliminacién es también muy pequefia,  pues
permite la acumulacidn =2l mnivel de actividad c¢rece- pero
luego, hablendo mayor cantidad en el organismo, la velocidad
de disipacién de la droga es=m mayor, y permite 1a
administraciéon de " la misma dosis sin acumulacién -nivel
aestable de adt.lvldad- (Litter, 1972)., Ademas, la inmensa
mayoria de las drogas con acciones utiles producen efectos
temporales, y una vez eliminadas "del organismo, el tejido
vuelve & su actividad normal (Kuschinsky y Liullman, 1973).

Kuschinsky y Liullman (Ibid) mencionan gque la digoxina
~usada como testigo en este bloensayo- se metaboliza poco en
el organimmo -menos del 10%- y me excreta principalmente en

la orina y también en las heces, casl toda en forma de
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digoxina no modificada; la excrecién es rapida y casi
completa en 8 dias., Su vida media es de 40 horas
aproximadamente. En la tabla V =se aprecia el méximo efecto
de la accién entre el quinto y =sexto dia de aplicacién.
Goodman y Gilman <1978) mencionan que, en lo que a efecto
cardiaco =e refiere, la digoxina alcanza =su mémo de
actividad hacla las 4-6 horas. Si consideramos que Ia
fraccién de digoxina que desaparece del organismo es de un
28% por dia, y que se distribuye por casi todos los tejidos
del organismo, incluyendo los glébulos rojos, el masculo
esquelético y el corazém <(Goodman y Gilman, 1978), =su
fijaciéon al plasma sanguineo durante el tiempo de permanecia
en el organismo puede estar contribuyendo a esta disminiclén
de gldébulos ro jos.

Dado que los preparados de drogas como la digoxina
contienen saponinas, que no poseen accién terapédutica alguna,
pero que muestran gran actividad de superficie, como
irritacién en los tejidos y hemélisis (Kuschinsky y Liillman,
1973), éata puede ser la causa de la disminucién de
glébulos rojos, hasta que, hacia el altimo dia, la aplicacién
diaria se wvuelva un proceso autolimitador. Esto se puede
extrapolar al efecto causado por la fraccién cruda y la
fracaién F1, dado que la existencia de saponinas en la

primera y el carécter de saponina en la segunda es probable,
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puesto que durante los primeros pasos de =u método de
extraccién, =e presenta abundante espuma d(caracteristica de
las saponinasm),

Es - claro que, aunque las concentraciones de prueba no
fueron iguales, tanto el principlo activo como el testigo y
el componente F1 causaron efectos muy parecidos. El hecho de
que ambom hayan tenido el mismo efecto con dosis menores
repecto a la fraccién cruda, puede deberse a que el testigo
se administré en forma de preparado comercial, mientras gue
la fraccién cruda no fué purificada exhaustivamente ni
cristalizada, lo gue podria limitar su efecto al entrar a la
sangre. Si la fraccién cruda =se fijara a las proteinas
plasmaticas, la existencia de impurezas podria ocasionar un
efect.o antagénico blogqueando o interfiriendo de -alguna manera
en la posible accién hemolitica del principio activo =mobre
los exitxrocitos.

Aungque Usabiaga—del Moral <1990 menciona que el
principio activo de S. parvimensis ocasioné una disminucién
significativa en las proteinas de la membrana de eritrocitos
de conejo, es importante remarcar aqui gque para Ila
cuantificacién de proteinas en este trabajo se utilizé sangre
entera, y mno se notd ningn cambio en los valores de
proteinas. Pox lo tanto el resultado de Usabiaga-del Moxral

(1990> parece estar directamente relacionado con la actividad
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su contenido en libertad <(De Robertis et al., 1975). Dado
que los gluctsidos digitalicos se distribuyen por casi todo
el organismo, incluyendo los gléblos rojos, el masculo
esquelético y el corazén <Goodman Yy Gilman, 1978), cabe
suponer que e=sto ocurya para los posibles glucdsidos
contenidos en el principio activoe de S. parvimensis, teniendo
efecto sobre las membranas de los eritrocitos.

Suponiendo que el motivo que ocasiona la disminucion de
los eritrocitos fuera hemodlisis, el minimo valor registrado
para el efecto producidoc por el principlo activo y la
fraccién Fi no rebasa los limites considerados como normales,
que pudiera hacer caer a los organismos en un estado
patolégico <anemia por ejemplo). Vemos que la desviacién
est.andar obtenida para los valores medios normales de los
organismos de prueba incluye casi todas las observaciones

-mas del 95% para x * 20-. Esto nos asegura que el est.ado de

salud de los organismos se encuentra denbré- de l;) normal una
vez terminado el tratamiento.

Para los digitalicos en general, los diversos autores no
conceden .mucha importancia a los efectos que estos pudiesen
producir al sistéma vascular, y en particular a los
componentes sanguineos. Esto concuerda con los resultados
obtenidos para el testigo, y muestra el porqué la fraacion

aruda de S. parvimensis presenté escasa interaccién con los
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parametros analizados, =sin ocasionar alteracién alguna que
fuera de consideracién a los organismos.

Para concluir, considerando todos los resultados del
presente trabajo, es claro gue exstié interacciéon entre los
sistemas bilolégicos y la fraccién cruda aislada de S.
parvimensis, y el compuesto 1 aislado de dicha fraccién, lo
que significa la presencia de compuestos bloactivos en las
secreciones de este pepino marino,

Estos hallazgos Jjunto con lo ant-enldo por Usablaga-del
Moral 19900 e Iffigusz-Martinez <C1990), asi como los estudios
preliminares =mobre la inotropia positiva en la alme ja pismo
Tivela situltorum, lleyvados a cabo en la Facultad de diencias
Marinas de la UA.Bd, abren una nueva alternativa para
considerar a S. parvimensis como un recurso potencial

farmacolégicamente explotable.
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6.0~ CONCLUSIONES

#» Tanto el extracto acuoso como la fraccién cruda
obtenidos de Stichopus parvimensis presentaron bloactividad
con peces’ de prueba Girella nigricans.

#» De los parametros sanguineos analizados en conejos
Nueva Zelanda bajo el efecto del principlo activo aislado del
pepino de mar Stichopus parvimensis, =s6lo se observaron
efectos apreciables en el recuento de eritrocito=s, con un
decremento del 26 * 2.3% a una dosis de 0.15 mg.

» Aunque =me presentd interaccién entre la fracciom cruda
y los organismos de pruabé (reflejada en el decremento de.
eritrocitos), estos no mostraron ningan estado patolégico.

» De los compuestos F1 y F2 aislados de la fraccion
cruda, F1i caus6é efectos paralelos a dicha fraccién, con una
dosis de 0.005 mg con un 227 * 14%, mientras que F2, a la
misma dosis, no causé efectos apreciables.

# En todos lo=z orcaluﬁmos de prueba se recuperd el nivel
normal de eritrocitos al final de cada tratamiento, y en
algunos casos aun antes de terminado éste.

# Se propone la hemdnsis como causa del decremento de

eritrocitos.




a8

7.0~ BIBLIOGRAFIA

ApSimon et al., 1972, MARINE ORGANIC CHEMISTRY. ISOLATION OF
82,60~-DEHIDROXI SA-PREGN-2C11)-EN-200NE FROM - THIE
SAPONINS OF THE STARFHISH Adsteria jforbensi. Food

drugae from the sea. Mar. Tech. Soc. Washington,

D.C. pp 139-146

Baslow, M. H., Ph. D. 1977, MARINE PHARMACOLOGY. A STUDY OF
TOXINS AND OTHER BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES OF
MARINE ORIGIN. Robert E. Kriegexr Pub Cdo. NY. pp
.328.

Brandon, J. L. y F. J. Rokop, 1985. LIFE BEETWEN THE TIDES.
Am.Pub.lo. San Diego Ca. pp 258.

Caddy, JJF. 1989. MARINE INVERTEBRATE FISHERIES: THEIR
ASSESSMENT AND MANAGEMENT. J. Wiley & Sons. US.A.
pp 752.

Casey, A. E., Rosahn, P. Dand Pearce, L. 1934. HEREDITARY
VARIATIONS IN THE BLOOD CITOLOGY OF NORMAL RABBITS.
Science 79, pp. 189-190.

De Robertis E. D. P,, F. AL Saez and E. M F . De Robertis,
1975. CELL BIOLOGY. Sixth edition. W.B. Saunders
Co. US.A, pp 615,

DICOIONARIO DE ESPEQIALIDADES FARMACEUTICAS. 1981. Rosenstein

E. <(Ed.). Ediciones P.L.M. pp 1316.




39

Dominguez, X. A., 1973. METODOS DE INVESTIGACION FITOQUIMICA.
Primexra Edicion. Ed. Limusa. México. pp 281.

Fox, R. R. and Laird, d W. 1970. DIURNAL VARIATIONS IN
RABBITS: HEMATOLOGICAL PARAMETERS. Amer. J.
Phystol. 21i8. pp. 1609-1621.

Goodman, L. S. y A. Gilman, 1978, BASES FARMACOLOGICAS DE LA
. TERAPEUTICA. Quinta Edicién. Ed. Iberoamericana.
México, DF. pp 1412,

Gorshkov, B.A., I.A. Goskova, V.A. Stonlk and @.B. Elyakov,
1982. EFFECT OF MARINE GLYCOSIDES ON ADENOSINE
TRIPHOSPHATASE ACTIVITY, Toxicon . Vol. 20 No. 3
pp 655-658.

Halstead, B. W. 1967. POISONOUS AND VENOMOUS MARINE ANIMALS
OF THE WORLD. US. Gofarmant- Printing Office. Vol.
IX Washington, D.G. pp 1070.

Hashimoto, ¥. 1979. MARINE TOXINS AND OTHER BIOAGTIVE MARINE
METABOLITES. Japan Sg. Soc. Press. Japan. pp 369.

Ifiiguez-Martinez, AM., | 1990. AISLAMIENTO DEL PRINGIPIO
ACTIVO DEL PEPINO DE MAR Stichopus parvimensis.
Tesls de Licenciatura. Facultad de Ciencias
Marinas. Ensenada, B.C. México.

Jakowska, S; Nigrelli, R. F.; Murray, P. M. and Veltry, AM,
1958. HEMOPOIETEC EFFECTS OF HOLOTHURIN, A STEROID
SAPONIN FROM THE SEA QUCUMBER A. agassizi in Rana

pipiens. Anat.. Rec. pp 132, 4859.




40

Kuschinsky, ¢. y HL. Lullman, 1973. MANUAL DE FARMAGOLOGKA.
Editorial Marin, S.A. 2da ed. Espafia, pp 387.

Lasley, B. J. y R. F. Nigrelli, 1974. THE EFFECT OF
HOLOTHURIN ON LEUCOCITE MIGRATION. Zoologica
56:1-7

Litter, M. 1972. FARMAGOLOGIA. Editorial El Ateneo. Cuarta
ed, Espafia. pp 1883.

Lynch, M.J., S.S. Raphael, L.D. Mslloxr, P.D. Spare and [J.H.
Inwood, 1984. METODOS DE LABORATORIO. Segunda ed.
_ Inmteramericana., México, D.F. pp 1822,

Marderosian, A. D. 1969. MARINE PHARMACEUTICALS. Journal of
Pharmaceutical  Sclences. Vol. 58 No. 1 17>
January.pp | 19-52.

Martin, D. F. y 6. M, Padilla, 1973. MARINE PHARMACOGNOSY.
Acad, Press. NY. US.A. pp 317.

Mendenhall, W. 1982. INTRODUCCION A LA PROBABILIDAD ¥ A LA
ESTADISTICA. Wadsworth Internacional/Iberoamericana
Belmont,, California. U.S.A. pp 628..

Morris, HR., D.P. Abbot.t. and E.C. Haderlie, 1980.
INTERTIDAL INVERTEBRATES OF CALIFORNIA. Stanford
University Press. Stanford, California. US.A. pp
690,

Nigrelli, F.R. and S. Jakowska, 1960 EFFEGTS OF HOLOTHURIN, A
STEROID SAPONIN FROM THE BAHAMIAN SEA CUGUMBER
CActinopyga agassizid ON VARIOUS BIOLOGICAL

SYSTEMS. Ann. NY. Aca. Sci. Vol. 90 pp 844.




41

Pearce, L. and Casey, A. BE. 1930. STUDIES IN BLOOD CGCYTOLOGOY
OF THE RABBIT. BLOOD COUNTS IN NORMAL RABBITS. J.
Eacp. Med. 51. pp 83-97.

Pocsidio, G, 1983. HOLOTHURIN OF SOME PHILIPPINE HOLOTHURIANS
AND ITS HEMOLITIC AGTIVITY. The Philippine Journal
of Science. Vol. 112 No 1-2 Jan~-June.pp 19-26.

Rand, M. ¢. and S. R. Petrocelli, 1985. FUNDAMENTAL OF
AGUATIC TOXICOLOGY: METHODS AND APLICATIONS.
Hemisphere Publishing Corporation, New  York.
pp 659.

Rendina, @. Ph. D. 1974, EXPERIMENTAL METHODS IN MODERN
BIOCHEMISTRY. Saunders Co. Philadelphia, Pa. US.A
pp 333.

Ruggieri, d. D. and R. F. Nigrellli 1960, THE EFFECT OF
HOLOTHURIN A STEROID SAPONIN FROM THE SEA
CUCUMBER, ON THE DEVELOPMENT OF SEA URCHIN. Zool.
Acta 45:1-16

Scheuerxr, P.J. 1983. MARINE NATURAL PRODUCTS: CHEMICAL AND
BIOLOGICAL PERSPECTIVES. Vol V. Acad. Press. NY.
pp. 297-379. |

Secretaria de Marina, 1974. ESTUDIO GEOGRAFICO DE LA REGION
DE ENSENADA, B.C. Direccién General de
Oceanografia y Sefialamiento Maritimo., México, D.F.

Sokal, R.R. and F.J. Roholf, 1969. BIOMETRY. Second edition,

W. H. Freeman and Co. New York, US.A. pp 859.




42

Usabiaga-Del Moral, A. 1990. EFEGTOS DEL PRINCIPIO ACTIVO DEL
PEPINO DE MAR Stichopus parvimensis SOBRE LA BOMBA
Na'~ K'- ATPasa. Tesis de Licenclatura. Facultad
de Ciencias Marinas. U.A.B.C.

Yamanouchi, T. 1955. ON THE POISONOUS SUBSTANCE CONTAINED IN

HOLOTHURIANS. Publications of the Seto marine

Laboratory. Vol. V. Kyot.o University, Japan.

pp 183-203.
Weisbroth, SH., RE. Flatt and AL. Krauss. 1974, THE
BIOLOGY OF THE LABORATORY RABBIT. Academic Press.

New York, N.Y. 1974 pp BO=T72.




