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RESUMEN

Se utilizaron tres técnicas para el aislamiento del principio activo de la
secrecion del pepino de mar S#chopus parvimens/s: precipitacion con etanol,
precipitacion con colesterol y extraccion con n-butanol, obteniéndose rendimientos
de 0.014%, 0.06% y 0.128% para cada técnica respectivamente. Los productos se
analizaron por cromatografia en capa fina utilizando como eluente
cloroformo:metanol:agua (65:35:10) y como reveladores sulfato cérico al 1% en
acido sulfarico 2 N, solucion saturada de pentacloruro de antimonio en cloroformo
y una suspension de sangre de consjo al 10% en solucion al.85% de cloruro de
sodio.

Por cristalizacion se obtuvieron dos componentes con puntos de .
fusion de 240°t 2°C y 222°t 2°C. Por andlisis fisicos y quimicos, en ambos se
observé la presencia de carbono, hidrogeno, oxigeno, cloro, dobles enlaces
lactona insaturada, azlcares, alcanos y alcoholes.

Mediante bioensayos se confirmdé la actividad biodinamica de los
componentes contra peces de prueba (Gre/a mgricans), ocasionando paralisis
seguida de colapso branquial.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES.

Los océanos y mares del mundo cubren aproximadamente el 71% de
la superficie terre;tre. la cual incluye una gran variedad de especies (Baslow,
1977). Por ser el medio marino el ecosistema mas grande del mundo, es de
esperarse que en él existan organismos que posean sustancias potencialmente
bioactivas contra diversos tipos de animales y plantas daninas tanto al hombre,

como a otras especies animales.

Pero, ¢Qué sucede con los compuestos quimicos de origen marino?
¢Por qué existe tan poca informacion acrercn de ellos siendo que las especies
marinas se encuentran en un porcentaje mayoritario sobre las terrestres? Las
respuestas son faciles. Es conocido que el aprovechamiento de prodﬁctos
naturales que exhiban actividades biolégicas para ser utilizados como fuentes de
farmacos es tan antiguo como el hombre mismo, pero éste, debido a su caracter
terrestre, ha concentrado su atenciéon y se ha familiarizado mas con las fuentes
inmediatamente cercanas a 6|, siendo las pl'antas y animales terrestres las mas

usadas para este fin (Der Marderosian, 1968).

Desde hace algunos afos, bidlogos, quimicos, farmaceuticos,
médicos y otros cientificos han hecho suyo el reto de abordar a los océanos y
convertirlos en nuevas fuentes de drogas potenciales (Youngken, 1968) ya que,
por existir los organismos marinos en un medio ambiente muy diferente al de los
organismos terrestres, producen metabolitos distintos. Como resultado, los

farmacos derivados de ellos pueden atacar algunos padecimientos mediante



mecanismos muy diferentes a los de los medicamentos ya woxistentes (Root,

1988).

En base a estas observaciones y a la necesidad de nuevos
farmacos, los estudios de los recursos naturales le han conferido un poco mas
de importancia en los Ultimos afos a las especies marinas. Se ha encontrado en
el hongo C‘e,o/;é/aspar/lm acremomiym un antibidtico de amplio espectro indicado
actualmente -bajo el nombre de Keflin- en el tratamiento de infecciones graves
del aparato respiratorio, urinario, de las articulaciones y de los huesos por su
actividad contra un gran namero de estafilococos y estreptococos resistentes a
la penicilina (Diccionario de esp#cialidades farmacéuticas, 1981); en el alga roja
Dygenea simplex se encontré acido kainico (Murakami et al., 1953; Impellizeri et
al., 1975), un antiparasitico contra Ascazs iwirbrico/des y otros helmintos el cual
ha sido comercializado con el nombre de Digesan (Diccionario de especialidades

farmacaéuticas, 1981) por los laboratorios Takeda.

Entre los organismos a los que se les ha encontrado compuestos
quimicos con propiedades farmacolégicas pero no han sido utilizados como
medicamentos, se encuentra la anémona marina Afooaclis Pamess/ de la que se
han aislado agentes anticoagulantes (Martin, 1986 Cit. por Baslow, 1977), al
pulpo Ocropus ageoo/yor cuyas glandulas salivales producen los agentes
paralizantes octopamina, serotonina, histamina y dopamina (lbid) y al alga roja
Cenlroceras clavi/alym en la cual se detectd acido kainico, un potente

antiparasitico (Soto-Rodriguez, 1988).

Dada la abundancia de especies potencialmente activas dentro del

océano, el presente trabajo se enfoca a un grupo en especial: los



equinodermos; los cuales con sus clases crinoidea, holoturoidea, equinoidea,
ofiuroidea y asteroidea, comprenden un grupo interesante desde el punio de

vista quimico.

De las clases asteroidea y holoturoidea, se han aislado varias
sustancias con caracteristicas de saponinas (Der Marderosian, 1968; Hashimoto,
1979; Scheuer, 1983), productos naturales solubles en agua constituidos por una
cadena de carbohidratos y una aglicona triterpenoidal o esteroidal (Hashimoto,

1979; Scheuer, 1983).

A pesar de que las saponinas han sido aisladas de un gran numero
de plantas terrestres, en el reino animal sélo han sido encontradas en el phylium
equinodermata (Scheuer, 1983); existen ademas evidencias de que sdlo las
clases asteroidea y holoturoidea poseen cantidades apreciables de estas
sustancias, las cuales confieren su caracter toxico a las secreciones de estos
organismos. Sin embargo, existe una diferencia basica entre las saponinas de los
pepinos de mar (holoturinas) y las de las estrellas de mar (asterosaponinas); las
holoturinas poseen agliconas triterpenoidales, mientras que las asterosaponinas
tienén agliconas esteroidales (Matsuno y Yamanouchi, 1961; ApSimon et al,

1972; Elyakov et al., 1973; Hashimoto, 1979; Scheuer, 1983).

Desde el punto de vista meédico, la importancia del estudio de la
toxina excretada por los holoturidos radica en su semejanza estructural con la
digitoxina, farmaco utilizado para el tratamiento de enfermedades del corazon
(Fieser y Fieser, 1960). Ambas poéeen dentro de su estructura un
ciclopentanoperhidrofenantrenoc y unido al carbono numero tres de éste, una

cadena de monosacaridos, grupo caracteristico que les confiere su propiedad



toxica (Fieser y Fieser, 1960; Baslow, 1977), esto, ademas de relacionar a las
holoturinas Vcon los digitdlicos, los relaciona oon las saponinas, esteroles y
sapogeninas por poseer el mismo esqueleto quimico dentro de la molécula
(Dominguez, 1973). Por otra parte, una muestra inequivoca de la interaccion de
las saponinas oon los sistemas bioldgicos es su toxicidad, la cual ha sido

reportada por diversos autores.

En los dltimos afios se han aislado un buen numerc de saponinas sin
que hasta ahora se haya establecido wuna relacién estructura-funcion
farmacolégica, ni se conozca la totalidad de los glicdsidos triterpenoidales
existentes en estos organismos (Pocsidio, 1987). Sin embargo, se sabe que los
glicésidos neurotéxicos de algunos producen un bloqueo irreversible de la
transmision neuromuscular (Friess, 1972 Cit. por Gorshkov et al, 1982) y que

inhiben la biosintesis de ARN (Barnova et al., 1973).

A pesar del potencial farmacoldgico presente en organismos marinos
como los pepinos, el desarrollo de productos farmacéuticos sigue sienco un
problema dificil de solucionar. Existe escasez de personal calificado y de
enfoque multidisciplinario; hay dificultad en la colecta de material suficiente para
realizar estudios en el laboratorio, en el cribado de extractos crudos para
determinar la actividad biolégica y en el cultivo de organismos marinos para
experimentacion. Por otra parte existen dificultades inherentes a la extraccién,
separacién y caracterizacion de los productos, ademas de los problemas
concernientes al desarrollo de patentes. Sin embargo, aun con esta serie de
problemas, se han realizado varios intentos para el estudio de los recursos
marinos como fuente potencial de farmacos. En Australia, la compania F.

Hoffmann - La Roche establecié un centro de investigaciones llamado Roche



Research Institute of Marine Pharmacology (RRIMP) en 1974 con el fin de
agrupar numerosos cientificos de diferentes disciplinas para el desarrollo de
nuevos farmacos a partir de organiamos. marinos (Baker, 19884). En Estados
Unidos se cred Sea Pharm -una firma biotecnoldgica dedicada al desarrollo y
morc;adeo de farmacos derivados de organismos marinos- que junto a la
institucion oceanografica de Harbor Branch ocolectaron mas de 10 000
especimenes con el fin de estudiarlos (Root, 18988). Desgraciadamente, ambos
proyectos no cristalizaron sus objetivos debido a una mala administracion de sus
recursos econdmicos, viendose forzados a cerrar sus instalaciones antes de

obtener resultados (Béker, 1984; Halstead et al., 1980).

En México no existe ninguna institucion o firma particular interesada
en utilizar los recursos marinos como fuente potencial de farmacos, a pesar de
que es patente la necesidad de productos nuevos que puedan inhibir infecciones
virales, que puedan restablecer un sistema nervioso alterado, que sirvan como

agentes cardiovasculares, etc.

Hasta ahora, los estudios de los organismos terrestres parecen ser
los mas redituables debido a que éstos han anadido al mundo de la medicina
una gran variedad de drogas con propiedades antitumorales, antibidticas,
cardioténicas y neurotropicas (Trease y Evans, 1987). La vasta cantidad de
sustancias que han sido aislados de organismos terrestres hace un contraste
extremoso con el pobre numero de drogas aisladas a partir de organismos
marinos, pero no hay que olvidar que la vida se origind en el mar y
aproximadamente un 80% de ella esta todavia en él (Asimov, 1988). Persistir en
el estudio de sus metabolitos contribuyendo con ello en los beneficios
terapéuticos que puedan brindarle al hombre es una tarea digna del

Ooceanologo.



1.2 ANTECEDENTES.

La base de los estudios acerca del pepino de mar se remontan al
ano de 1929 cuando el japonés Toshihiko Yamanouchi observé la toxicidad que

estos organismos presentaban a un grupo de peces encontrados en una pecera.

En 1941 Yamanouchi logré aislar la toxina del pepino de mar
FHoloturia vagabunda denominandole holoturina,  siendo ésta muy potente en
varios phyla de animales, especialmente Ver‘tebrados debido a la hemdlisis
causada en ellos. Por analisis cualitativo se encontré que esta toxina consistia

de carbono, hidrogeno, oxigeno, azufre, fosforo y halégenos (Yamanouchi, 1955).

En estudios posteriores realizados por Nigrelli (1952), se aislé una
nueva toxina del pepino de mar Aczrooygs agassizi la cual fue denominada

holoturina.

En 1955, Nigrelli y colaboradores a la vez que Chanley estudiaron
los constituyentes quimicos de las secreciones de los Arganos de cuvier de
Actnopyga agassizi 'y obtuvieron como productos de hidrdlisis azucares,

agliconas y acido sulifarico (Halstead, 1988).

Posteriormente Chanley y colaboradores (1960) encontraron que el
60% de la holoturina cruda formaba un complejo insoluble con colesterol, al igual
que la digitonina. Utilizando este procedimiento, se logré aislar la fraccidén
precipitable en colesterol denominandole holoturina A, la cual por hidrdlisis acida
presentaba varias agliconas, un mol de sulfato, un mol de D-glucosa, D-xilosa,

D-quinoviosa y 3-O-metil-D-glucosa. Al parecer, la holoturina aislada por




Yamanouchi es idéntica a la holoturina A aislada por Chanley.

A la vez que Chanley aislaba la holoturina A, Nigrelli y Jakowska
(1960) realizaron un analisis preliminar de la holoturina obtenida a partir del
pepinoe Acinopyga agassiz/ encontrando los siguientes constituyentes: glicésidos
y pigmentos (60%), colesterol (1%), proteinas insolubles (5-10%), sales,
polipéptidos y amfnoécidos libres (30%), encontrando entre éstos: alanina,

arginina, cistina, glicina, acido glutamico, histidina, serina y valina.

Yasumoto et al, (1967) aislaron 2 saponinas de los pepinos Ao/otria
vagabunoay FHoloturiza Libricsa una de ellas idéntica a la holoturina A encontrada
por Chanley y la otra, la cual denominaron holoturina B, que> proporcionaba por
hidrélisis una mezcla de agliconas, acido sulfirico y un mol de D-quinoviosa y

D-xilosa.

Ademas de las diferentes holoturinas aisladas a partir de Ao/ofur7a
vagabunaa MHoloturra breay Actinopyga Agdassiz; se han aislado y estudiado
las siguientes saponinas de otras especies de pepino de mar: holotoxinas,

stichopdsidos, cucumariosidos, psoloturinas y theloturinas.

La holotoxina fué obtenida por Shimada (1969) a partir de SwcHopus
sacomecus En base a su estudio, la reportdé como un giicosido desulfatado
relacionado muy cercanamente oon las holoturinas, que ademas, poseia un

efecto antibidtico sobre bacterias patogenas.

En 1968, Elyakov y colaboradores obtuvieron los stichopdsidos A, B
y C a partir de Stefopus /aponicus, a su vez, el mismo Elyakov en 1970 obtuvo
la saponina denominada cucumaridsido C de Cwewmaria fawdati. Esta sustancia

contiene dentro de su estructura una aglicona y una cadena formada por los



azucares D-glucosa, D-xilosa y D-ramnosa (Halstead, 1988).

Los estudios continuaron y en 1974 Kitagawa y su equipo de
investigadores encontraron que la holotoxina aislada por Shimada en 1969 era
una mezcla de +tres saponinas y procedieron a separarlas, encontrando
holotoxina A, B y C, las cuales poseian una intensa actividad antimicrobiana,
geninas o agliconas y cadenas de azlicares compuestas por D-xilosa, D-
quinoviosa, 3-O-metil D-glucosa y D-glucosa en diferentes proporciones. A su vez
Kelecom y colaboradores (1978) aislaron a partir de 7helerols ananas dos
saponinas llamadas theloturina A y B, ambas con propiedades citotoxicas e
ictiotoxicas. Estas dos sustancias poseen secuencias iguales de azlcares pero

difieren en la aglicona.

Uno de los Ultimos estudios que se han realizado acerca de la
saponinas extraidas a partir del pepino de mar ha sido el de Garneau vy
colaboradores, que en 1983 aislaron la toxina de Fsolus fabrici denominéndble
psoloturina con caracteristicas semejantes a las saponinas extraidas de
Stiehopus /aoaﬂ)'cws, con la excepciéon de que las psoloturinas contienen dos

grupos sulfatos.

La cantidad de saponina presente en cada organismo depende de la
estacion del afio y el lugar de colecta. A finales de los afos sesenta Matsuno e
Ishida encontraron que los organismos poseen una mayor cantidad de téxico en
los meses de junio y agosto y una menor cantidad en los meses de septiembre
en adelante. Posteriormente Bakus y Green en 1974 realizaron un estudio
geografico, concluyendo que a mayores latitudes la concentracion de saponina

es menor y viceversa.



En 1987 Aminin y Anisimov realizaron estudios acerca de la variacion
de la toxina en diferentes tipos de tejido dentro del organiamo y llegaron a la
conclusion de que en el pepino de mar SYehopus sapomeus la mayor
concentracion de la toxina se encuentra en los ovarios durante la época de

reproduccion; fuera de ella la concentracion varia muy poco de un tejido a otro.

Ademéas de los mencionados, se han realizado estudios acerca de
los efectos que las saponinas producen sobre varios sistemas bioldgicos. Lasley
y Nigrelli en 1971 encontraron que la holoturina proveniente del pepino de mar
Actinopyga agassiz/ causaba una estimulacion en la migracion de leucocitos a
bajas concentraciones mientras que a altas concentraciones producia una

inhibicion del movimiento de estas células.

Posteriormente Elyakov y su equipo estuvieron trabajando desde
1973 a 1975 con varios extractos de pepino de mar demostrando que éstos
poseen propiedades antitumorales, antifungales y efectos neurotdxicos

irreversibles.

Por otra parte, Gorshkov y colaboradores en 1982 realizaron
estudios’ enzimaticos, llegando a concluir que estas saponinas inhiben Ila
actividad de la Adenosin trifosfatasa, propiedad que se ha encontrado también
en el principio activo extraido a partir de Srefopus parvimerns/s de las costas
de B.C., para el cual se demostrd recientemente (Usabiaga-Del Moral, 1990)
capacidad inhibitoria de la Adenosin trifosfatasa dependiente de sodio y potasio.
Como se sabe, la inhibicion de esta enzima es un fenémeno bioquimico asociado
con la contraccién del musculo cardiaco (Goodman y Gilman, 1978). Por esta

razon, los resultados obtenidos por Usabiaga-Del Moral permiten suponer que
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Sliefropus parvimesnsss posee un principio activo de importancia potencial en el
campo de la farmacologia marina; por lo cual es necesario desarrollar una
metodologia de extraccion, aislamiento y purificacion adecuada con fines de

estudios posteriores.

1.3 OBJETIVO.

Aislar el principio activo del extracto acuoso del pepino de mar

SHChopus parvimIens/s



2.0 MATERIALES Y METODOS.

2.1 LOCALIZACION DEL AREA DE RECOLECCION.

La bahia de Todos Santos esta localizada a 60 millas nauticas al sur de la
frontera México-EUA sobre la costa oeste de la peninsula de Baja California entre los
paralelos 319 43' y A31 0 54'N y los meridianos 116% 36'y 116° 49' W. Es una bahia de
aguas poco profundas, cerca del 90% del area de fondo se encupntra entre 10y 50
metros de profundidad y el resto forma parte del angosto canén submarino de Todos
Santos, entre las islas del mismo nombre y Punta Banda con salida al SW. Abarca un

area de 25 000 hectareas con 18 Km de largo y 14 Km de ancho.

Al suroeste esta limitada por Punta Banda y las islas Todos Santos, al

norte por Punta San Miguel y al oeste por el puerto de Ensenada.

El area de colecta esta situada en Arbolitos, localizada dentro de la
costa NW de la peninsula de Punta Banda entre los meridianos 1169 45'y 116° 40' W y
los paralelos 31° 43' y 310 45' sobre el margen SE de la Bahia de Todos Santos. Es

una zona de acantilados con oleaje de alta energia (Secretaria de Marina, 1974),

(Fig. 1).

Los criterios utilizados para seleccionar la estacion de colecta fueron los

siguientes:
1) Abundancia de los organismos
2) Accesibilidad de la zona de colecta

3) Cercania de la zona de colecta al laboratorio, tomada en

1
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base al tiempo de evisceracion de los organismos

colectados.
2.2 RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA ESPECIE.

Los organismos se colectaron durante los meses de mayo de 1987 y
junio de 1989, en una zona rocosa de alta energia a profundidades aproximadas de §
a 8 metros por medio de buceo autonomo. La cantidad de muestra vario
dependiendo de las necesidades de material fresco para biocensayos y analisis

quimicos, obteniéndose muestras de 3.5 Kg y 14.536 Kg de material fresco.

En base a Allen (1977) la especie recolectada corresponde al pepino de

mar Stichopus parvimensis, cuya clasificacion es la siguiente:
Phyllum: Equinodermata
Subphyllum: Eleutherozoa
Clase: Holoturoidea
Orden: Aspidochirota
Familia: Stichopodidae

Género: Stichopus

Especie: parvimensis

13



2.2.1. DESCRIPCION Y LOCALIZACION DE LA ESPECIE BAJO ESTUDIO

El pepino de mar Stofapus parvimensss, lamado tambien Farastefops
parvimens/s o pepino verrugoso, es un invertebrado perteneciente al phyllum
equinodermata, el cual comprende alrededor de 8500 especies de organismos
agrupados en 5 clﬁaea: holoturoidea, asteroidea, equinoidea, ofiuroidea y crinoidea
(Meglistch, 1972), (Fig. 2). Como su nombre comiin lo indica, esta especie posee
“verrugas" o protuberancias distribuidas alrededor de su cuerpo, que es de color
café rojizo y puede alcanzar hasta 45 cm de longitud con un didmetro de alrededor
de 3 cm. En la porcion anterior presenta tentaculos retractables circunscribiendo la

region oral del organismo.

Stiefropus parvimerns/s se distribuye sobre y alrededor de arrecifes en el
sur de California y en fondos rocosos y arenosos. Su ocurrencia en profundidad va
desde la zona de entremareas hasta las zonas abisales. Su distribuciéon geogréfica
comprende desde Monterey, Ca. hasta Isla de Cedros B.C.S. (Gotshall y Laurent,

1978, Brandon y Rokop, 1985).
2.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

2.3.1. TRANSPORTE Y TRATAMIENTO INICIAL.

Una vez colectados los organismos, se enjuagaron con agua destilada
con el fin de eliminarles organiamos epifitos y epizoicos adheridos; posteriormente se
pesaron y colocaron en un bidén con agua destilada manteniendo una.proporcién de
1 kg de material fresco por 1 litro de agua destilada. Los organismos se retiraron del

agua destilada aproximadamente 4 horas después de haber sido introducidos o

14



Fig: 2.-

Stichopus parvimensis
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antes de empezar a eviscerar (ApSimon et al., 1972).
2.3.2. OBTENCION DEL PRINCIPIO ACTIVO.

La obtencién del principio activo a partir del extracto acuosc se realizd
mediante tres métodos distintos: precipitacion con etanol (Yamanouchi, 1855) ,
~precipitacion con _colesterol (Chanley et al., 1959) y extraccion con n-butanol
(ApSimon et al., 1972). Estos métodos produjeron fracciones crudas a partir de las
cuales se realizaron estudios posteriores finalizando con la obtencion de los
componentes denominados F, y F, de la fraccion cruda. La figura 3 muestra el

procedimiento generalizado hasta llegar a dichos componentes.
2.3.2.1. Precipitacion con etanol.

Al extracto acuoso se le agrego etanol al 84% hasta obtener en el medio
una concentracion de etanol al 70% obteniéndose un precipitado y un sobrenadante.
Al precipitado se le agregd etanol al 94%, lograndose una disolucion parcial; el
residuo se etiquetd como Y, y la solucion se evaporé a sequedad hasta tener un
residuo al que se le denomino Y Al sobrenadante original se le agrego etanol
absoluto hasta obtener una concentracion del 84%, a la cual precipito la fraccion Y,.
Después de filtrar, la solucion se concentré obteniéndose dos fracciones a las que se

denomind Yoy Y,.
2.3.2.2. Precipitacion con colesterol.

Este método se basa en la precipitacion del glicosido por la formacion
de un complejo entre éste y el colesterol. El material se disolvid en agua. A la
solucién acuosa se le agregé etanol al 96%. Después de un reposo de dos dias, la

solucién se calentd, se agregd posteriormente colesterol al 4% en etanol al 95% para
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la formacion del complejo, el cual fué lavado con etanol-agua (2:1). Posteriormente
se realizd una extraccion con éter etilico seguida de la adiciéon de piridina. Por ultimo,
el precipitado obtenido fué lavado varias veces con éter etilico hasta que la prueba

de Liebermann-Burchard realizada para el éter descartado fue negativa. Estos

18

precipitados fueron etiquetados como C (para el precipitado obtenido a partir de la .

solucion acuosa) y C' (para el precipitado obtenido a partir del principio activo

extraido con n-butanol).
2.3.2.3. Extraccién con n-butanol.

él extracto acuono ae fitro y ajusté a pH=4, posteriormente se
anadieron 50 g de NaCl por cada litro de extracto. La solucién acuosa se exirajo con
n-butanol a una proporcién 1:1, separando la fase butandlica de la fase acuosa . Esta
ultima se desechd; la fase butandlica se concentré a presion reducida por medio de
un rotaevaporador Yamato RE-51 a una temperatura de 40 grados centigrados. De
aqui se obtuvo un polvo blanco fino que fue lavado con acetona y benceno . Una vez
seco, se etiqueté como fraccidén cruday se guardé para su posterior utilizacion. Esta
fraccion fué utilizada por Usabiaga-Del Moral con el nombre de principio activo de

pepino de mar.
2.3.3. FRACCIONACION DEL PRINCIPIO ACTIVO.

Se realizé mediante cromatografia en capa fina. El material a utilizarse se
disolvié en agua (en el caso del principio activo obtenido a partir de la extraccion
con buta‘nol, se realizod una didlisis). Se utilizaron placas cromatograficas recubiertas
de gel de silice G-60 Merck usando como disolvente cloroformo-metanol-agua
(65:35:10) recomendado en la separacion de glicosidos esteroidales (Stahl, 1969).

Las placas se revelaron con sulfato cérico al 1% en acido sulfurico 2N, solucion



saturada de pentacloruro de antimonio en cloroformo y sangre de conejo al 10% en

una solucion de NaCl al 0.85%.
2.3.4. CRISTALIZACION.

Se realizdé con dos disolventes diferentes: etanol al 94% (para las

fracciones 1 y 2) y.n-butanol saturado con agua (para la fraccion 3).
2.4 ANALISIS QUIMICOS Y FISICOS.

Sobre los componentes del principio activo, obtenidas por
cromatografia de capa fina preparativa se realizaron pruebas de solubilidad,
medicion del punto de fusion, analisis elemental organico, analisis funcional organico,

espectros de infrarrojo y U.V.
2.4.1. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD.

Se realizaron pruebas con metanol, n-butanol, n-butanol-acetona (9:1),
alcohol bencilico, n-butanol-alcohol bencilico (9:1), agua y n-butanol saturado con

agua.
2.4.2. MEDICION DEL PUNTO DE FUSION.

Al material obtenido de la cristalizacion se le realizé la medicion del

punto de fusion en un aparato de puntos de fusion Nalge-Axeirod.
2.4.3. ANALISIS ELEMENTAL ORGANICO.

Se realizaron pruebas para azufre, haldégenos y nitrégeno de las
fracciones de acuerdo a los procedimientos descritos por Shriner et al (1979),

basados en la conversion de estos elementos en compuestos idnicos solubles en

agua
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2.4.4. ANALISIS FUNCIONAL ORGANICO.

Se efectuaron analisis de las fracciones para dobles enlaces, alcoholes y

carbohidratos (Shriner et al., 1979).
2.4.5. ANALISIS DE INFRARROJO.

Para el analisis de los espectros de infrarrojo, se prepararon pastillas de
las muestras en KBr, corriendose espectros en un espectofotometro Perkin-Elmer

modelo 1330.
2.4.6. ANALISIS DE ULTRAVIOLETA.

Se realizaron mediciones de las fracciones disueltas en agua a una
concentracion de 0.001 g en S0 ml en un espectofotometro Bausch & Lomb, modelo

Spectronic 21.
2.5. BIOENSAYOS.

Se realizaron 4 bioensayos para determinar el efecto letal de los
diferentes materiales obtenidos a lo largo del estudio. Este se definio como el tiempo
de muerte promedio del pez Greda mgricans (chopas) colocando un numero variable
de organismos de prueba en acuarios con diferente volumen de agua de mar de

acuerdo al niumero de especimenes utilizados.
BIOENSAYO 1.- PRELIMINAR.

Se realizo utilizando § peces por acuario, con capacidad de 13 litros,

con una concentracion de fraccion cruda en el medio de 0.03 g por cada litro de

agua de mar
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BIOENSAYO 2.- MONITOREO DE LA ACTIVIDAD DE LA
FRACCION CRUDA.

Se llevd a cabo para el extracto acuoso y la fraccion cruda obtenida a
partir del mismo mediante la extraccion con n-butanol. Se usé una concentracion de
0.03 g de fraccion cruda, o bien, 15 ml de extracto acuoso por litro de agua de mar

en vasos de precipitado de 2 litros conteniendo 3 organismos de prueba.

BIOENSAYO 3.- VERIFICACION DE LA ESTABILIDAD DE
LA FRACCION CRUDA.

Se realizé con fraccion cruda utilizando una concentracion de 0.03 g por
litro de agua de mar en vasos de precipitado de 2 litros conteniendo cada uno tres
organismos de prueba. Los resultados obtenidos se compararon con los del

bioensayo 1 que se hizo dos afos antes con la misma fraccion.

BIOENSAYO 4.- MONITOREO DE LA ACTIVIDAD DE LOS
COMPONENTES DEL PRINCIPIO ACTIVO.

Se llevd a cabo para las fracciones 1 y 2 (ya purificadas) usando una
concentracion de 0.001 g por litro de agua de mar. Cada uno de estos compuestros
fué anadido a recipientes diferentes conteniendo un volumen de cuatro litros y dos

organismos de prueba.



3.0 RESULTADOS.

3.1. EXTRACTO ACUOSO.

El extracto acuoso obtenido a partir del pepino de mar Stefopis
parviimensss presentd una coloracion café oscura y producia abundante espuma
al ser agitado; ademas, poseia una actividad biodinamica contra los peces de

prueba G gricans.

3.2. PRECIPITACION ETANOLICA.

Con la precipitacion con etanol se obtuvieron § fracciones
denominadas Y,, Y, Y, Y,y Y5 Todas ellas fueron solubles en agua, excepto la
fraccion Y, que poseia una consistencia grasosa, muy viscosa; fueron a su vez,
practicamente insolubles en etanol anhidro y muy solubles en una mezcla de
etanol-agua (1:1). En agua, las fracciones Y,, Y, y Y; rompen la tension
superficial del agua produciendo espuma, caracteristica ausente en la fraccion

Ys-

La medicion de puntos de fusion para estas S fracciones no arrojo
resultados favorables, no pudiéndose observar un punto de fusion claro para

ninguna de ellas. (Tabla ).

De todas las fracciones solubles en agua solo la fraccion Y, pudo
ser revelada por cromatografia en capa fina, presentando tres componentes
hemoliticos con valores de relacion frontal (Rf) de 0.197, 0.240 y 0.376

(denominados Y,B, Y,D y Y,E respectivamente) y dos componentes no
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TABLA| CARACTERISTICAS DE LAS FRACCIONES CRUDAS OBTENIDAS
POR TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE PEPINO DE MAR
Stichopus parvimensis POR EL METODO DE Yamanouchi (1955)

Solubilidad en Agua + e oo -— +

Solubilidad en Etanol o -— s

Solubilidad en Etanol:Agua(1:1) = o+ %

Produccion de Espuma

en Solucion Acuosa + 444+ +

o | %] %%
+

Punto de Fusién {B @. G}
+

(5 fracciones)

7'}( no se hizo

@ indeterminado

Revelado por Cromatografia




hemoliticos con valores de Rf de 0.0856 y 0.206 (denominados Y,A y Y,C

respectivamente), (Tabla ).

3.3. PRECIPITACION CON COLESTEROL.

Mediante el método de precipitacion con colesterol se trabajaron dos
muestras diferenteg: una, directamente obtenida del extracto acuoso, y la otra a
partir de la fraccidén cruda obtenida en la extraccion con n-butanol. En ambas
muestras se obtuvo la formacion de un complejo a partir del cual, por la disolucién
con piridina se obtuvo un sdlido color café oscuro con apariencia de granulos finos,
solubles en agua con abundante produccion de espuma. Los puntos de fusién no

pudieron ser determinados debido a la impureza de la muestra (Tabla IlI).

Los productos finales de ambas muestras al ser sometidas a cromato-
. grafia en capa fina mostraron cuatro componentes. El s6lido proveniente del extracto
acuoso presentd los siguientes valores de Rf: 0.215, 0.274, 0.356 y 0.801, siendo

hemoliticas solo las tres primeras. El principio activo obtenido a partir de la

extracciéon con butanol, valores de 0.228, 0.283, 0.364 y 0.820, siendo, al igual que el

material anterior, hemoliticas solo las tres primeras. En la tabla IV se muestran estos

resultados y se indican las claves correspondientes.

3.4 EXTRACCION CON n-BUTANOL.

Mediante la extraccion con n-butanol, se obtuvo un polvo blanco, al cual
se le denomind "principio activo”. Este fue insoluble en disolventes tales como:
metanol y n-butanol y en mezclas como n-butanol-acetona (9:1), fue poco soluble en
alcohol bencilico y mezcla de n-butanol-alcohol bencilico (8:1) y soluble en agua y
n-butanol saturado con agua. En solucion acuosa presentd la produccion de

abundante espuma. El punto de fusion no pudo ser determinado (Tabla V).
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TABLA |l PROPIEDADES CROMATOGRAFICASDE LOS COMPONENTES DE LA
FRACCION Y, OBTENIDA POR EL METODO DE Yamanouchi (1955)
A PARTIR DE EXTRACTO ACUOSO DE Stichopus parvimensis

T ereas AR T S R e R R e S e R e e B S R R R R R A N e e T TR AT TR
Relacion Frontal
Componente (Rf) Revelador

YZ'A 0.085 sulfato cérico
. sulfato cérico
Y:B 0.197 sangre

) 0.206
YzC
sulfato cérico
Y.D 0.240 sangre
: sulfato cérico
%E 0.376 sangre

Reveladores: Sulfato cérico al 1% en H,S0,2N
Sangre de conejo al 10% en NaCl 0.85%

Eluente: Cloroformo:Metanol:H;0 (65:35:10)
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TABLA Il PROPIEDADES DEL RESIDUO PRODUCIDO POR PRECIPITACION
CON COLESTEROL APLICADA AL EXTRACTO ACUOSO ORIGINAL (C)

Y A LA FRACCION CRUDA OBTENIDA POR EXTRACCION CON
BUTANOL (C")

PRODUCTO DE EXTRACTO  PRODUCTO DE LA FRACCION

CARACTERISTICAS ACUOSO CRUDA BUTANOLICA
(C) . (C')
Solubilidad en Agua -+ +

Produccién de Espuma

en Solucidn Acuosa 4+ L o ks o

Punto de Fusion {1} Q}
+ ¥

(4 fracciones) (4 fracciones)

Revelado por Cromatografia

Q} indeterminado



TABLA IV PROPIEDADES CROMATOGRAFICASDE LOS COMPONENTES DE LA
LAS FRACCIONES CRUDAS DE PRINCIPIO ACTIVO OBTENIDOS
POR PRECIPITACION POR COLESTEROL

FRACCION C FRACCION C’ Revelador
Componente Relacion Frontal ] Componente | Relacion Frontal
0.215 sulfato cerico
E ! 0.228 sangre
9 0.274 2 0.283 sulfato cérico
sangre
sulfato cérico
3 0.356 3 0.364 sangre
4 0.801 4 0.820 sulfato cérico

Reveladores: Sulfato cérico al 1% en H,S0,2N
Sangre de conejo al 10% en NaCl 0.85%

Eluente: Cloroformo:Metanol:H,0 (65:35:10)
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TABLA'V  CARACTERISTICAS DE LA FRACCION CRUDA DE PRINCIPIO
ACTIVO OBTENIDA POR EL METODO DE APSIMON et al. (1972)
A PARTIR DE LA SECRECION DEL PEPINO DE MAR S. Parvimensis

CARACTERISTICAS

“

SOLUBILIDAD EN:

Butanol

No soluble

Butanol:Acetona (9:1)

No soluble

Alcohol Bencilico

Ligeramente Soluble

Butanol:Alcohol Bencilico (9:1)

Ligeramente Soluble

Metanol No soluble
Agua Soluble
Butanol Saturado con Agua Muy Soluble
e
PRODUCCION DE ESPUMA Abundante
PUNTO DE FUSION Indefinido
5

REVELADO POR CROMATOGRAFIA

3 Fracciones

R e e e e T e I8
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Este principio activo fue monitoreado y fraccionado por
cromatografia en capa fina obteniéndose tres fracciones hemoliticas que se
revelaron con sulfato cérico, pentacloruro de antimonio y sangre de conejo en
solucion salina, con valores de Rf promedio de 0.205 0.257 y 0.357 para los

componentes que se denominaron F,, F, y F,; respectivamente (Tabla Vi).

Los rendimientos obtenidos por los tres métodos anteriores fueron
de 0.014%, 0.06% y 0.128% para la precipitacion con etanol, precipitaciéon coh
colesterol y extraccion con n-butanol respectivamente. Estos se reportan en la

Tabla Vil.

3.4.1. CARACTERIZACION FISICA Y QUIMICA DE LOS COM-
PONENTES DEL PRINCIPIO ACTIVO OBTENIDO A PARTIR DE LA
EXTRACCION CON BUTANOL.

Solo se utilizaron las fracciones 1 y 2 (F,, F,), ya que la fraccion 3
(F3) no se obtuvo en cantidad suficiente para continuar su purificacion y realizar

las pruebas correspondientes.
3.4.1.1. Solubilidad en agua.

Tanto la fraccion 1 como la 2 son altamente solubles en agua,

presentando formacion de abundante espuma al agitarse (Tabla Vili).
3.4.1.2. Puntos de fusion.

Se midieron los puntos de fusion de los cristales a partir de las tres
fracciones hemoliticas, obteniéndose para la fraccidon 1, un punto de fusién de

240 t 20 C, para la fraccion 2, un punto de fusion de 222 t 20 C (Tabla VIII).




TABLA VI PROPIEDADES CROMATOGRAFICASDE LOS COMPONENTES DE LA

FRACCION CRUDA OBTENIDA POR EXTRACCION CON BUTANOL
(ApSimon, et al. 1972)

Componente Relaci?;r} Frontal Revelador

sulfato cérico

F 1 0.205 sangre
pentacloruro de antimonio

sulfato cérico

Fs 0.257 sangre
pentacloruro de antimonio

sulfato cérico

F3 : 0.357 sangre
pentacloruro de antimonio

Reveladores: Sulfato cérico al 1% en H,SO,2N

Sangre de conejo al 10% en NaCl 0.85%
Solucidn saturada de pentacloruro de antimonio en cloroformo
Eluente: Cloroformo:Metanol:H,0 (65:35:10)




TABLA VII RENDIMIENTO DE LOS METODOS UTILIZADOS PARA LA OBTENCION

DE FRACCION CRUDA DE PRINCIPIO ACTIVO DE LA SECRECION
DEL PEPINQ DE MAR S. Parvimensis

METODO RENDIMIENTO
(% en base a peso himedo)

Yamanouchi (1955) 0.014

- e e e ew e em em = o e ey e S ee ma em e M W e SO e M e e em e e s e e e e e e w mm e e

Chanley et al. (1959) 0.06
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ApSimon et al. (1972) 0.128

3



TABLA VIl  PROPIEDADES DE LOS COMPONENTES F; Y’ F, DEL

PRINCIPIO ACTIVO DE LA SECRECION
DE PEPINO DE MAR Stichopus parvimensis

PROPIEDAD Fl F2
Punto de fusidn 240¢2 C* 222:2C*
Solubilidad en agua Soluble Soluble
o Transparente arriba Transparente arriba
Absorcion en UV de 194 nm de 194 nm
3460-3200 3460-3200
> 2980-2850 2980-2850
Absorcion en IR P 17301717
(em™) 1610 1610
1460 1460
1365y 1095 1365y 1095
Toxicidad Efecto letal Efecto letal
(c.a. 0.001 g/1) (3 horas) (3 horas)
Composicion C,H, 0, Cl C,H,0,Cl
elemental
Pruebas funcionales
Decoloracion de KMnO4 (+)Lento {H)Lento
Prueba de Lucas (+)Lento (HLento
Prueba de Benedict a)Sin H2804 S —
b)Con H,504 ot =+
Prueba de Antrona 4 o+
Prueba de Molisch e 4

Prueba de Seliwanoff —

Prueba de Bial — sy
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3.4.1.3, Analisis elemental organico.

Se practico el analisis elemental organico a las fracciones hemoliticas
1 y 2 obtenidas a partir de la cromatografia en capa fina, obteniéndose
resultados negativos en las pruebas para azufre, nitrogeno, yodo, bromo y flior,

y positiva para cloro en ambas muestras (Tabla VIil).
3.4.1.4. Analisis funcional organico.

Se practico el anadlisis funcional organico a las fracciones 1 y 2
obtenidas por cromatografia en capa fina realizandose pruebas para dobles
enlaces, alcoholes y carbohidratos, siendo positivas todas en ambas fracciones

(Tabla Vili).
3.4.1.5. Analisis de infrarrojo.

Los espectros de infrarrojo de las fracciones hemoliticas 1 y 2
obtenidas a partir de cromatografia en capa fina, mostraron sefnales
caracteristicas para alcoholes con bandas fuertes a los 3460-3200 y a 1385-1095
cm™!, a 2980-2850 y 1460 cm™! asignados a grupos alcano; bandas a 17301717
cm™! correspondientes a la absorcion de una lactona insaturada para ambas
fracciones y una senal mediana a loa 1610 cm™ caracteristica de dobles enlaces

carbono-carbono (Fig 4 y Tabla VIil).
3.4.1.6. Analisis de U.V.

Para ambas fracciones se observo transparencia arriba de los 194

nm (Tabla Viil).
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3.5 BIOENSAYOS

Se encontro un efecto letal en los cuatro bioensayos realizados
sobre organismos de prueba & mgricars. En la Tabla IX se muestran las fases
por las que los organismos pasaron antes de morir , las cuales fueron
semejantes en todos los bioensayos con variaciones en el tiempo de muerte. En
el primer bioensayo se encontré un valor para éste de 60-70 minutos. En el
segundo bioensayo realizado se observé una diferencia entre las muestras
utilizadas, siendo el tiempo promedio de muerte de 20 minutos para el extracto
acuoso y de 15 minutos para la fraccion cruda. En el tercer bioensayo la
fraccion cruda obtenida dos afos antes ocasiond un efecto de muerte de 45
minutos. En el cuarto y ultimo bioensayo se encontré un efecto letal después de

168 minutos de aplicadas las muestras.



TABLA IX BIOENSAYO CON PECES PARA SEGUIMIENTO DE TOXICIDAD

R e A B R B T e R S S e O i s il e - T (e S s el i (G e .

TIEMPO DESPUES DE LA ADICION (minutos) " SINTOMAS
=SS = SsesSE==s T
Bioensayo
1 2 3 a
FC FC E FC F1 Fo
Agitacidn.
7 3 5 8 60 70 Tendencia a subir a la superficie.
Nado rapido.
Todos los organismos se quedan
8 8 7 15 90 85 quietos en el fondo.
== SE=NSEEE S TR e e e N
Abren y cierran la boca frecuentemente.
12 10 11 17 120 125 Contindan en el fondo con el menor
movimiento posible
Pérdida de la capacidad de flotacidn.
14 12 13 25 130 140 Apertura del opérculo,
en el cual se_ observa hemolisis.
ot ¥ sy M
Movimientos rapidos hacia la superficie.
20 1315 35 145 148 Algunos de ellos “saltan” de la pecera
hacia el exterior. Nado a la deriva
| e S— e =
Perdida de la coordinacion motora.
60 14 18 40 160 166 Ciclos de actividad-inactividad. Caida
al fondo de la pecera con aleteo continuo
sin control y ascenso rapido y brusco.
=== === Fersmeeeemee— i o S
65 15 20 45 168 186 MUERTE
ESTES S S TG [ SRS Jmas e

FC Fraccion Cruda
E Extracto Acuoso
F1 Componente 1 de la Fraccion Cruda

F2 Componente 2 de la Fraccion Cruda




4.0. DISCUSIONES

4.1. SELECCION DEL METODO.

En la obtencion de los principios activos de pepino de mar se han
usado varias técnicas, las cuales se basan en las propiedades de los mismos
para su aislamiento del resto de los componentes de las secreciones o de los
tejidos. En el intento realizado en este trabajo por desarrollar la metodologia
mas adecuada, se encontré que el método de precipitacién con etanol presentd
la caracteristica de ser muy sencillo de trabajar. Sin embargo, la cantidad de
componentes encontrada por este método presentd una desventaja: la fraccion
que contiene al principio activo (Y2), al ser tratada por cromatografia en capa
fina, presentaba 5 manchas con valores de Rf muy cercanos (0.085, 0.197, 0.206,
0.240, 0.3786), por lo cual su separacién y elucion del gel de silice fué mas dificil.
Ademés, solo tres de estos 5 componentes se revelaron como hemoliticos
(propiedad caracteristica de los principios activos de los pepinos de mar). De
esta manera, podemos observar que ademas del principio activo, en la
extraccidon se arrastran componentes que no son de interés en este estudio y

que sdlo dificultan la obtencion de principios activos.

El método de formaciéon de complejos con colesterol presentd varias
desventajas. Una de ellas, al igual que el método de Yamanouchi, es la
extraccion de componentes adicionales a los buscados. Los precipitados
obtenidos por este método carecen de un punto de fusion definido, sefal de
falta de pureza, lo que se corrobora porque al ser sometidos a cromatografia en

capa fina presentaron 4 componentes siendo hemoliticos s0lo tres de ellos. Otra
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desventaja es la complejidad del método y la cantidad de disolventes a utilizarse
para obtener el precipitado, lo oual hace que el método pierda atractivo al

pensarse en una produccion mayor de fraccion cruda.

Mediante la extraccion con n-butanol se obtuvieron los mejores
resultados. La fraccion cruda obtenida a partir de la precipitacién rindié por
cromatografia en capa fina tres componentes diferentes, siendo los tres
hemoliticos -ademas de ser revelados con sulfato cérico y/o pentacloruro de
antimonio- y con un Rf lo suficientemente distinto (que corresponde a los
componentes Y,B, Y,D y Y,E de la fraccién cruda obtenida por precipitaciéon con
etanol) para facilitar su elucidn. Ademas, el método posee la caracteristica de
ser el procedimiento de extraccién de saponinas mas rapido y simplificado
existente , pudiéndose procesar de 5-10 Kg de material fresco en 2-3 dias
siendo que mediante los otros métodos, la misma cantidad tardaria entre 10-14

dias .

Al contrastar los rendimientos obtenidos para S parvimens/is con los
de otros autores que utilizan los mismos métodos, encontramos que es muy
dificil hacer comparaciones, ya que ninguno trabaja con esta especie. Yasumoto
et al. (1967), realizaron extracciones del principio activo de los pepinos de mar
Hvagabunda 'y A /ubriea mediante el método de precipitacién con metanol
(Yasumoto, 1965 Cit. por Yasumoto et al., 1987) y obtuvieron rendimientos del
0.028% y 0.062% respectivamente (en base a peso humedo); esto nos indica la
gran variacién del principio activo existente entre ﬁrganismos diferente extraidos
por el mismo método. Yamanouchi (1955) utiliza el método de la precipitacién
con etanol para obtener el principio activo del pepino de mar A wvagaburnds

logrando un rendimiento del 0.05% en base a peso hiimedo. Comparando con el
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0.014% obtenido para & parvimesrissis -sobre la misma base- utilizando este
método, se podria pensar que en este trabajo se obtuvo un bajo rendimiento.
Sin embargo, al observar las grandes diferencias entre especies reportadas por
Yasumoto es imposible realizar cualquier afirmacion basandose en esta

comparacion.

El método del colesterol presenta alin un mayor problema en cuanto
a comparacion de rendimiento. Aqui, ademas de presentarse el conflicto de
comparar especies diferentes, tenemos que el rendimiento no ha sido tomado a
partir del peso himedo del animal sino de glandulas de cuvier secas, como
Chanley et al.,(1959), quienes lograron un rendimiento del 40% para el pepino
Actnopyga agass/iz;, o de pesos secos a partir de residuos de extractos
etandlicos por el cual Elyakov et al, (1973) obtuvieron rendimientos hasta del
20% para el pepino Aokacasiaz marmorala mientras que para S parviziens/’s el

rendimiento obtenido fue de 0.06%.

Por lo anterior, se considerd que la forma mas adecuada de evaluar
los métodos utili;adoa era contrastando entre si los resultados obtenidos para &
parvimerns/s mediante las tres técnicas antes mencionadas. En base a esto, la
comparacion de los rendimientos obtenidos (0.014%, 0.068% y 0.128% para la
precipitacion con etanol, formaciéon de complejo con colesterol y extraccion con
butanol respectivamente), junto con la capacidad de extraccion de cada método,
nos indicé la factibilidad de utilizar el método de extraccion con butanol para la

produccion de mayores cantidades de fraccion cruda.

Una vez seleccionado el método, era de suma importancia el

monitoreo de actividad sobre sistemas biolégicos; por esta razon se realizéd un



oy

bicensayo para ebservar el efecto de eata fracoidon oruda sobre & groarns
teniéndose un efecio claro tanio en el exiracto acuoso original como en el
precipitado obtenido del mismo. Esto indica la ocapacidad que posee este

método de obtener una fraocidon cruda con actividad biolégioca.

La posibilidad de que la extraccion con butanol dejara residuos
desestabilizantes sobre el principio activo se puso de manifiesto mediante el
continuo monitoreoc por cromatografia en capa fina realizado sobre la fraccion
cruda en solucidén acuosa. Después de tres meses, ésta empezd a presentar 9
manchas reveladas con sulfato cérico pero sélo & de ellas hemoliticas. Sin
embargo, nuevas porciones de fraccion cruda puestas en solucién sélo
mostraron las 3 manchas obtenidas previamente de manera rutinaria. A pesar de
esto, se consideré necesario realizar un bicensayo con el fin de comprobar la
estabilidad de la fraccién cruda utilizando la fraccion cruda obtenida dos afos
antes. Con los datos de los bicensayos 1 y 3, se realizaron comparaciones. En
ambos se observé un efecto letal; sin embargo, la diferencia en los tiempos de
muerte en los organismos fluctué entre los 65 + 5 minutos para el bicensayo 1
y los 45 + 2 minutos para el bicensayo 3. Comparando estos resultados pudiera
parecer que el tiempo de muerte de los organismos se redujo. Sin embargo,
esto no quiere decir que la fraccion cruda haya ganado actividad ya que la
diferencia puede ser atribuida a factores inherentes a los organismos y/o a la
falta de homogeneidad del material de prueba, lo cual se puede explicar de la

siguiente manera:

1) El tamafo y edad de los organismos de prueba, que fué mayor
-por la época de su colecta- en el bicensayo 1 que en el 2. Esto influye

directamente en la susceptibilidad que el organismo pueda tener hacia la toxina,



siendo mayor en organismos pequenos y menos desarrollados que en adultos.
Por otra parte, los animales jovenes son mas sensibles al estrés producido por
el manejo, lo cual puede disminuir la resistencia a los toxicos (Rand y Petrocell,

1986).

2) La concentracion de toxico colocado no puede ser estrictamente
controlada, ya que el polvo denominado fraccion cruda contiene al principio
activo, pero ademas posee una proporcion indeterminada de impurezas. Por esta
razon, es dificil determinar o asegurar que la concentracién de 0.03 g/l en cada
acuario durante el bioensayo 1 contenian exactamente la misma cantidad de

impurezas que los 0.03 g/l agregados en el bioensayo 3.

Por todo lo anterior, es posible asegurar que la fraccion cruda en
forma sodlida demostré su estabilidad con el tiempo, mas no en solucion acuosa,

ya que esta lltima sufre cambios quimicos en periodos mayores de 3 meses.

A pesar de s8olo haber utilizado una de las tecnicas para la
obtencion de fraccion cruda a mayor escala, todas son importanies porque a
través de ellas es posible obtener informacion acerca del principio activo. Por su
precipitacion con colesterol se puede afirmar que es un compuesto -0 mezcla de
compuestos- poseedor de una estructura similar a la de las sustancias capaces
de formar un complejo con coleuferol como saponinas, holoturinas y glicosidos
esteroidales (Chanley et al., 1959; Nigrelli y Jakowska, 1860; Glauret et al., 1962;
Shigekazu et al.,, 1982); por lo que es posible que contenga un principio activo

con rasgos estructurales de los compuestos antes mencionados.

Los métodos de precipitacion con etanol, asi como la extraccion con

butanol nos indicaron la capacidad de esta fraccion cruda para solubilizarse en
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organicos con agua: criterios que nos ayudaron posteriormente en la seleccion

de disolventes adecuados para la cristalizacion.

Por otra parte, mediante cromatografia en capa fina se observé su
caracter hemoilitico y la capacidad de revelarse con sulfato cérico y pentacloruro
de antimonio, indicando con ello nuevamente su posible caracter de compuesto

esteroidal.

4.2. ESTUDIO DE LOS COMPONENTES DE LA
FRACCION CRUDA.

Las fracciones 1 y 2 (obtenidas a partir de la cristalizacion de los
componentes de la fraccion cruda extraida con n-butanol) presentan ya un punto
de fusién determinado , siendo este factor una caracieristica de pureza. Pocsidio
(1987) reporta para las holoturinas A y B aisladas de A/ ow/g puntos de fusidn
de 240-242°C y 221-223°C respectivamente; Yasumoto et al. (1967) a su vez
reportan para‘ las holoturinas A y B aisladas de A4/ vagabunas puntos de fusion
de 224-226 °C y 213-216 °C y Sreekantaswamy y Der Marderosian (1874)
reportan para los glicosidos A y B aislados de Aegclara pygmes puntos de

fusion de 240°C y 188-190°C.

No obstante que estos tres autores denominaron a sus principios
activos como holoturina; estas holoturinas poseen diferentes puntos de fusién
entre si, indicandonos la diversidad estructural de los principios activos de los
pepinos de mar; como es el caso del principio aotivo de Asous rabrici
denominado psoloturina A (Gnico reportado con dos grupos sulfato dentro de su
estructura) el cual posee un punio de .fuaién de 259-263°C (Garneau et al.,
1983) y del principio activo de Stesopous jaeomcus conocido como holotoxina

(carente de grupos sulfato) con un punto de fusion de 250¢C.



Al comparar los puntos de fusion obtenidos para las fracciones 1 y
2 (F,. F,) con los mencionados anteriormente, observamos que los valores del
principio activo de & parvimersis caen dentro del intervalo que estos autores
han obtenido para sus principios activos, siendo los valores presentadoa por

Pocsidio (1987) los mas aproximados con el nuestro.

Los analisis quimicos elementales realizados para F, y F, demuestran
que ademas de poseer carbono, hidrégeno y oxigeno presentan cloro, pero
carecen de azufre y nitrogeno. Estos resultados concﬁordan en parte a los
encontrado por Yamanouchi (1955), quien describe que los elementos de la
holoturina aislada a partir de A wvagabunda son: carbono, hidrogeno, oxigeno,
azufre, fosforo y halogenos. Por otra parte, Sﬁimada (1969) describié a ia toxina
de & jgpomcus por medio de un andlisis elemental como un glicosido carente de
azufre relacionado directamente con las holoturinas, caracteristica presente en

las fracciones obtenidas a partir de S oarvimesrsis.

Los estudios realizados por Elyakov et al. (1973, 1975), consistentes
en la distribucion de holoturinas en 41 especies de pepinos de mar
pertenecientes. a las familias Holothuridae, Stichopodidae, Cucumariidae y
Synaptidae -las cuales fueron colectadas en diferentes partes del mundo-
arrojaron como conclusion que existe una especificidad en familias con relacién a
la ocurrencia de saponinas. En base a esto, cabe pensar en la posibilidad de
similitudes estruoturalqs entre la holotoxina de & /gpon/cwus y el principio activo

de & parvimerns/a

Analisis funcionales para las fracciones F;, y F, indican mediante las

pruebas genéricas de Molisch y antrona la presencia de carbohidratos dentro de



la estructura de este principio activo, caracteristica que comparien las
holoturinas, holotoxinas; psoloturinas, stichopodsidos y cucumariosidos
encontrados en otros pepinos de mar (Chanley et al, 19589; Yasumoto et al.,
1967, Shimada, 1969, Elyakov et al., 1973; Garneau et al., 1982) para los cuales
se reportan cadenas formadas por residuos de glucosa, 3-O-metil-D-glucosa,
xilosa y quinoviosa (Elyakov et al, 1973). Aunque en este trabajo no se
determind el tipo de carbohidrato ni el tamano de la cadena de residuos de
monosacaridos, las pruebas cualitativas indican que en ella no existen pentosas

ni cetosas.

Por otra parie, las pruebas de Lucas noa indicaron la presencia de
alcoholes secundarios (pertenecientes tal vez a los azlcares presentes). Ademas,
la faclidad de oxldacién de ambos principios activos con permanganato de

potasio sugiere la existencia de insaturaciones dentro de la molécula.

Varios autores han mostrado espectros de infrarrojo (IR) para
diferentes tipos de principios activos de pepinos de mar (Yasumoto et al.,, 1967,
~ Pocsidio, 1987). Las senales presentadas por ellos son similares a las obtenidas
para S parvimesns/s contando siempre con senales caracteristicas a los 3400
cm-1 -OH-, y a los 1730 cm-! -lactonas insaturadas de 5 6 6 miembros- (Chanley
et al., 1959; Shimada, 1968; Sreekantaswamy y Der Marderosian, 1972; Kitagawa
et al., 1974; Garneau et al, 1983; Findlay y Daljeet, 1984). Los resultados
anteriores confirman lo encontrado en los analisis quimicos, observandose la
presencia de alcoholes secundarios para ambas muestras dentro de

carbohidratos, los cuales presentan variaciones [ongitudinales de O - H entre

3400-3200 cm~!' y una senal alrededor de los 2900 cm-1 asociada a
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estiramientos C-H (Kemp, 1986).

El analisis UV. (H,0) fué negativo arriba de los 194 nm,
indicandonos esto la carencia de enlaces miltiples conjugados dentro de la
molécula (Solomons, 1982). Estos resultados son semejantes a los reportados
por Chanley et al., 1959; Shimada, 1989; Kitagawa et al., 1974 y Garneau et al,,

1983 por mencionar soélo algunos.

En base a los datos obtenidos a partir de esta investigacion es
posible pensar que el principio activo obtenido a partir de S parvimens/s esta
estructuralmente relacionado con los principios activos obtenidos de otros
pepinos de mar, ya que se observan en él, efectos y caracteristicas semejantes
a las de éstos. Debido a la asociacion tipo de glicésido-familia observada por
Elyakov (1973) y a la carencia de azufre de parte de & pammens/s podriamos
afirmar que el principio activo de éste posee mas caracteristicas similares con
las holotoxinas aisladas a partir de & /jgoom/cus que con cualquier otra toxina

aislada a partir de pepinos de mar.

En base a los puntos de fusion obtenidos para F, y F, los cuales
mostraron la pureza de éstas, se realizdO un bioensayo mas para determinar si
las fracciones ahora puras mantenian su actividad biologica. Se observo un
efecto letal en un periodo aproximado de 168 minutos utilizando wuna
concentracion de 0.001 gfl. A pesar de seguirse observando un efecto letal
acompanado ‘de los sintomas caracteristicos presentes en los anteriores

bioensayos; el tiempo de muerte fué mucho mayor , esto puede ser debido a:

1) Que la concentracion utilizada para ambas fracciones no fué

auficiente para compararla con los 0.03 g/l de fraccion cruda utilizada en
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anteriores bioensayos.

2) La posibilidad de un efecto sinergistico entre ambas fracciones,
las cuales, al ser separadas disminuyen su actividad, aunque aun mantienen su

efecto letal.

Por ultimo, cabe agregar que la actividad farmacologica en potencia
de las fracciones 1 y 2 se ha visto confirmada por el efecto inotrépico positivo
que sobre corazon perfundido de almeja ( 77ve/s siw/fforim) han mostrado en los

estudios de actividad cardioténica que se llevan a cabo actualmente en el

laboratorio de Farmacologia Marina de la Facultad de Ciencias Marinas, en la’

cual se desarrollé el presente trabajo (Nava-Lopez'. 198980).

iNava-L.Opez, M. C., 1980. Comunicacion personal. Facultad de Clencias Marinas.

Apartado postal 4563, Ensenada, B.C. , México.
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5.0. CONCLUSIONES

1) El pepino de mar S parvimens/s de las costas de Baja California secreta un

principio bioactivo con propiedades surfactantes.

2) El método recomendado para la extraccién del principio activo de &

parvimensis es el descrito por ApSimon et al. (1972).

3) La fraccion cruda de la cual se obtiene el principio activo es quimicamente

inestable en solucién acuosa por periodos mayores de tres meses .

4) EI principio activo de la secrecion de S jparvimensss-

a) Mantiene su actividad biolégica por lo menos durante dos anos.
b) Posee tres componentes.
5) Dos de los componentes del principio activo:
a) Son biolégicamente activos sobre Gueda rmgricans causando hemolisis |
paralisis y muerte a concentraciones de 0.001 g/l.
b) Contienen, de acuerdo a analisis elemental carbono, hidrégeno, oxigeno
y cloro.
¢) Tienen en su estructura segun las pruebas de clasificacion grupos
alcochol, lactona y carbohidratos.

d) Poseen la capacidad de formar complejos con colesterol



1)

2)

3)

6.0 RECOMENDACIONES

Se considera importante la realizacion de una hidrdlisis acida o enzimatica

para caracterizar todos los detalles estructurales de las fracciones 1 y 2

Realizacion de espectros de masas y RMN para obtener datos completos y

concluyentes acerca de la estructura de este principio activo.

En base a la potencialidad farmacolégica que este recurso presenta, se
considera conveniente la elaboracion de leyes para su proteccién, ya que
en la actualidad el pepino de mar S pparvimens/s es "saqueacdo” de

nuestras aguas por companias coreanas para utilizarlo como producto

alimenticio.
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