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Se determiné la estructura quimica de uno de los componentes de la toxina
del pepino de mar Stichopus parvimensis a la que se llamé parvimésido A. El
parvimésido A posee un punto de fusion de 270-275 °C y por analisis
espectroscopico de infarrojo, masas, resonancia magnética nuclear protonica
("HRMN) y de carbon (*CRMN) revelé ser un oligoglicésido del tipo del holostano.
Posee una aglicona de dihidroholotoxigenol a la que se encuentran unidas seig
unidades de monosacérido: glucosa, 3-O-metil-glucosa, quinoviosa y xilosa en
proporcién (3:1:1:1). Quimicamente, el parvimésido A es 3-O-{2-O-[3-O-metil-
B-D-glucopiranosil-(1-3)-[3-D-glucopiranosil-(1-4)-B-D-quinoviopiranosiI]-4*O-[]3-
D-glucopiranosi!-(1~3)-;3-D-gIucopiranosil]-B-D~xiIopiranosii} Holost-9(11)-eno-

16-ona.




7o Introduc cibn.

La farmacologia como se conoce actuaimente se inicid casi a la par con &l
hombre mismo. Dasde el principio de los liempos, tanto log hombres como los
animales tuvieron que aprender a distinguir entre las plantas y animales
venanosos de los que les proporcionaban beneficio v alimento. de esta forma,
empezaron a conocer lo que les podia matar y lo que les podia proporcionar madios

para disminuir el dolor y la enfermedad (Craig y Stitzel, 1984).

Con el transcurso de los afios, la farmacologia ha evolucionado y ahora no
sdlo se ha enfocado al estudio de los compuestos guimicos provenienies de
organismas terrestres, sino qus su enfoque ha abarcade a los organismos marinos

(De Feo, 1968, Baslow, 1877), los cuales son ampliamente reconocidos por poseer

compuesios con diversas actividades sobre sisfemas bidlégicos (Der Marderosiarj.
1968, Martin y Padilia, 1973; Basicw, 1977; Hashimoto, 1979; Wréght; 1987,
Istead, 1988).

A pesar de que lafarmacologia ha evolucionado con los afios, hasta la facha
sido imposible sintetizar todos ios compuesios que poseen achividad
péutica;. existen compuestos como la morfina, atropina v glucdsidos
:i_oténfcos o digitélicos que siguen utilizandose y son obtenidos a partir de
tes naturales (Morgan, 1998). Los glucdsidos cardibténicos se han venido
leando desde hace méas de 3000 afics como simples extractos obtenidos a
de |a planta Dedalera (Bevan, 1978; Craig vy Stitzel, 1984) y son utilizados

mente en casos de insuficiencia cardiaca. A pesar de su constante uso, los
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glucosidos cardioténicos presentan un problema: su grado de toxicidad lo que los
coloca en las listas de medicéme.ntp_s de aito riesgo (F ullerton, 1982; Woodcock y
fRietbrock,' 1985). Debido al caracter téxico-térapéutico que presentan los
glucdsidos cardioténicos, es importante intensificar la bUsqueda de nuevas
sustancias que nos aporten el mismo efecto terapéutico de los glucdsidos pero con
pro>piedades téxicas menores o nulas (Fullerton', 1982; Watson et al, 1984.). |

Desde el punto de vista quimico, podemos considerar que un glucdsido
cardioténico es una sustancia que contiene como estructura basica un nucleo
esteroidal completamente saturado. Las sustancias terapéuticamente dUtiles
poseen un grupo alcohol en posicion C14 y una lactona insaturada de 5 o ‘6
miembros (dependiendo del origen del giucésido) en posicién C17, ademésde 1 a
4 unidades de azUcares unidos al C3 por medio de un enlace éter (Bevan, 1978;

Craigy Stitzel, 1984, Nogrady, 1988).

Estas caracteristicas quimicas que presentan los giucdsidos cardioténicos
son muy semejantes a las presentadas por ciertos compuestos encontrados en las
secreciones de los pepinos de mar (Nigrelli et al, 1955; Chanley et al, 1959;
Chanley eft al, 1960). Estos compuestos son llamados holoturinas, y son
considerados como glucdsidos triterpenoidales del tipo del lanostano con ur
esqueléto de 6 lactona llamado holostano. A este ntcleo se encuentran adheridos
diversos azlcares que varian en numero, el cual puede ser de 4 a 6 unidades d.e
monosacdrido; generalmente los aziicares presentes en la molécula son glucosa,
xilosa, 3-metoxi-gluccsa (3-O-M-glucosa) y-quinoviosa (Rodriguez et al, 1991).
Ademas de las caracteristicas quimicas antes mencionadas, las holoturinas,
comparten con los glucdsidos cardiotonicos la capacidad de hemolizar las células
sanguineas; de romper la tensién superficial del-agua causando espuma y de

formar complejos con el colesterol (Chaniey et al, 1959).
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No obstante que todas las toxinas de pepino de mar se les conoce por el
mismo nombre, cada holoturina poseé caracteristicas quimicas muy particulares
que dependen del tipo de brganisrjno' del que fueron aisladas,yl les confi,ere'l
diferencias en actividad bioldgica (Scheuer, 1983; Stonik y Elyakov, 1988). En ‘
general, las holoturinas ‘extraidas a partir de pepinos de mar poseen actividades
antibiéticas,‘ antitumorales, antimicoticas, efectos nieurotoxicos irreversibles y son
inhibidoras de la Na'-K'-ATPasa (Shimada, 1969; Elyakov et al, 1973, 5975; .
Gorshkov et al, 1982; Gorshkova et al, 1989), enzima que es considerada como el
centro de accidn de los glucédsidos cardiotdnicos, y que ademas esta relacionada

directamente con la contraccién del musculo cardiaco (Akera, 1981; Fullerton,

1982; Fromet al, 1990).

&

A pesar de que las holoturinas son compuestos capaces de inhibir la
Na'-K'-ATPasa (Gorshkov et al, 1982; Gorshkova et al, 1989), este hecho no es
condicionante de que sean buenas sustancias cardiotonicas. En la actualidad
~existen cbmpuestos como la esquillay la bufotalina que son capaces de inhibir esta
enzima, sin embargo son altamente toxicas y es imposible utilizarlas can fines
terapéutiéos (Nogrady, 1988). AI mismo tiempo, se ha encontrado que la
antopleurina A, un polipéptido de 49 aminoacidos extraidos a partir de anémonas,
es 30 veces mas potente que los digitdlicos convencionales y posee niveles
menores de toxicidad (Nogrady, 1988). Esto deja de manifiesto que no se ha
establecido-hasta la fecha una relacion estructura-funcién farmacoldgica 100%
precisa para los glucésidos cardiotonicos y mucho menos para otros compuestés
similares, pero si se tienen aproximaciones de lo que quimicamente un compuesto

debe tener para poder inhibir ala Na"-K'-ATPasa.

Todos los glucdsidos cardiotdnicos deben poseer en posicion 3  una
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cadena de azlcares y un grupo carbonilo dentro de la cadena lateral del C17, el
cual es considerado indispensable en la unién glucésido-enzima (Nogrady, 1988).
Se sabe que la actividad farmacﬁolo’gica de un giucésidq cardioténico reside en el
: aglicénr, pero los azlcares modifican la solizbilidad del compuesto y como
consecuencia la potenCIa‘ y duraciéon de la accion del mismo (Akera, 1951'
Goodman y Gilman, 1985). Se sabe también que pequenas modmcacnones dentro
de la estructura quimica del compuesto pueden causar dtsmmucnon del efecto
terapéutico o aumento en los niveles téxicos (Craig y Stitzel, 1984). A pesar de
esto, se conoce que la relacion estructura-funcion farmacolégica de cualqwer
glucésido cardiotonico es muy dificil de definir, ya que dependera siempre de la
fuente de la enzima sobre la que va a actuar y del tipo de compuesto que se esteé

probando (Fromet al, 1990).

Los estudios que se han realizado con extractos crudos obtenidos a partir
del pepino de mar Stichopus parvimensis han arrojado indicios de que esta toxina
es capaz de causar hemolisis en eritrocitos de conejo sin causar alteraciones en
otros parametros sanguineos, es letal sobre peces de prueba Girella nigricans y
ademas inhibe |a actividad de la Na*-K'-ATPasa de eritrocitos de conejo (Usabiaga-
Del Moral, 1990; IAiguez-Martinez, 1990; Pérez-Plascencia, 1991). Araiz de estos
resultados, se considerd la necesidad de utilizar un modelo bioldgico accesible
para probar este compuesto en corazones perfundidos (Cuellar-Roheri, 1991;
Guerra-Rivas, 1994), con el fin de ser aplicado posteriormente en compuestos

puros obtenidos a partir de este extracto crudo.

Quimicamente, una fraccién obtenida de este extracto crudo, revelé la
presencia de carbono, hidrégeno, oxigeno, cloro, grupos alcoholes, una lactonay
diversos carbohidratos no identificados, ademas de que posee la capacidad de

formar complejos con colesterol (IRiguez-Martinez, 1990).
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La capacidad que posee una de las fraccicnes del extracto crudo de S.
parvimensis de inhibir ia Na’'-K'-ATPasa de eritrocito de conejo y la aparente
similitud de sus componentes quimiéos con ios‘glucésidos Acardioténicos, hace
imprescindible el conocimiento de su estructura quimicé'éi se pretende proponer
un mecanismo de accion del mismo en estudios poé(eriores con corazones
perfundidos. De esta manera, conoceremos la interaccién que en realidad esta
teniendo este compuesto con su sitio de enlace y podremos aceptar o rechazar a
las holoturinas provenientes del pepino de mar Stichopus parvimensis como un

compuesto potencialmente cardioactivo.



24 Antecedentes.

E! primer registro de toxicidad de los pepinos de mar se hizo en un libro
llamado "Coral Lands" publicado por Cooper hace méas de 100 afios; pero se
supone que el caracter toéxico del pepino de mar se conocia desde la época de 108
aborigeneé en gran parte del Pacifico, ya que por tradicion, el pepino de mar €s
utitizado como veneno en pozas de mareas para atrapar peces (Yamanouchi,

1955:Frey, 1951 cit. por Delia et al, 1977; Halstead, 1988).

Este carécter téxico del pepino de mar fue lo que atrajo a los primeros
investigadores a realizar estudios minuciosos sobre estos organismos tan
peculiares. En 1929, Yamanouchi observo por primera vez qué al agregar un poco
de extracto acuoso obtenido de Holothuria leucospilota a una pecera, jos peces
morian en minutos. Después de interrumpir su trabajo de investigacion, en 1955
Yamanouchi aislé una toxina cristalina con propiedades hemoliticas cuyas
propiedades quimicas eran muy similares a las saponinas extraidas a partir de

plantasterrestresy |a llamé holoturina (Yamanouchi, 1955).

Al mismo tiempo en que yYamanouchi obtenia su holoturina en Japén, en
Estados Unidos se estaba aislando otro compuesto a partir del pepino de mar
Actinopyga agassizi. Este compuesto, el cual, segun sus descubridores, tenia una
gran semejanza con 10s glucésidos cardiotonicos de origen terrrestre fue llamado
holoturina (Nigrelli, 1952). Esta holoturina fue caracterizada como una saponiné

esteroidal que al ser hidrolizada daba como resuitado una mezcla de geninas o




aglicones, 3 azucares (ramnosa, xilosa y glucosa) y una unidad de sulfato (Nigrelli

etal, 1955).

A partir de este momento se empezaron a realizar un gran namero de
investigaciones acerca de. las toxinas de los holoturidos, y en la actualidad el
término “holoturina" se usa para referirse a todas las toxinas obtemdas a partir de
pepinos de mar, ndependientemente de las partlculandades quimicas de las

mismas. (Scheuer, 1983).

Debido a la gran cantidad de holoturinas aisladas hasta la fecha, los
estudiosos de las mismas, con el fin de comprender mejor sus caracteristicas
quimicas, las han agrupado de acuerdo a su taxonomia por familias: familia

Holothuriidae, familia Stichopodiidae, familia Cucumariidae y familia Psoliidae.

Los 6rganismos de la familia Holothuriidae fueron los primeros en ser
estudiados y hasta la fecha son los que mas compuestos han aportado. Tal vez su
amplio estudio radique en que estos organismos, junto con los encontrados en ia
familia Stichopodiidae son de gran valor comercial en el mercado oriental, ya que el
pepino de mar salado y seco es vendido en el mercado como un platillo exodtico

llamado trépang o Beche-de-mer (Conandy Sloan, 1988).

- En estudios posteriores con pepinos pertenecientes a esta familia se
encontré que parte de la holoturina obtenida a partir de Actinopyga agassizi se
podia acomplejar con colesterol y precipitar; a esta fraccién precipitable en
colesterol se le llamé holoturina A. Esta saponina poseiaia caracteristica de ser
una mezcla de varios glicésidos muy relacionados entre si, conteniendo cada uno
de ellos una aglicona de 26-28 carbonos y 4-5 atomos de oxigeno. Al reexaminar la

mezcla de azlcares dentro de la molécula se descubrid que lo que al inicio se
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pensd due éra ramnosa, en realidad era una mezcia de quinoviosa y 3-0-metil-D-
glucosa; de esta forma se comprobaba que la toxina tenfé en realidad 4 azlcares
diferentes (quinoviosa, xilosa, glucosa y 3-0-metil-D-glucosa) y ac. sulflrico como
sal de sodio (Chanley etal, 1959, 1960).

El desarrollo de ias técnicas instrumentales de anélisis quimico como la
espectroscopia de masas y resonancia magnética nuclear, facilité la
determinacion de estructuras, y asi la primera en ser obtenida fue la de de

holoturina A (Fig. 1), por Friess y Durant (1965).

G-MG-G-X-0 0SO; Na*

G= Glucosa MG= 3-O-metil-glucosa X= Xilosa

Fig. 1.- Representacion de la Holoturina A de Actinopyga agassizi
(Friess y Durant, 1965).

En estudios realizados por Chanley y Ross en 1969 se observé que el
rompimiento del enlace xilosa-aglicén era inhibido por eif grupo sulfato, io cual era
indicio de que en realidad el sulfato estaba adherido a la porcién de azlcar y no al

aglicon como se especulaba al principio.

Una segunda holoturina fue descubierta en dos especies de pepinos
encontrados en las costas de Japdn: Holothuria leticospilota y Holothuria lubrica,

esta saponina fue designada como holoturina B, la cual era una fraccién no



precipitable en colesterol constituida por el mismo aglicon de Ia holoturina A pero
que sblo presentaba azufre como sal de sodio, xilosa y quinoviosa unida al aglicén
(Yasumoto et al, 1967). La estructura completa de la Holoturina B, y la estructura
corregida de la Holoturina A fueron propuestas por Kitagawa et al, (1978a, 1981) y
Stonik et al, (1979 Cit. por Scheuer, 1983) (Fig. 2).

Q-X-0
l
0SOz Na*

Q= Quinoviosa X= Xilosa

Fig. 2.- Representacion de ia holoturina B de H. feucospilota y H. lubrica
(Kitagawa et al, 1978a, 1981; Stonik et al cit. por Scheuer, 1983).

A raiz de la obtencién de estos resultados, otros compuestos han sido
reportados para los miembros de Ia familia Holothuriidae. La holoturina A se ha
obtenido a partir de Holothuria arenicola, H. atra, H. cinerascens, H. coluber, H.
cubana, H. difficilis, H. edulis, H. fucosinerea, H. gracilis, H. grisea, H. hilla, H.
impatients, H. mexicana, H. nobilis, H. pervicax, H. pulla, H. surinamensis,
Actinopyga mauritania, A. milaris, Bohadschia graeffi (Elyakov et al, 1973, 1975;
Pocsidio, 1987); la holoturina B, a partir de Holothuria atra, H. coluber, H. edulis, H.
fucosinerea, H. gracilis, H. grisea, H. hilla, H. mexicana, H. pérvicax, H. pulla, H.
scabra, Actinopyga echinites, A. mauritania, A. milaris y Bohadschia graeffi



Q)

(Elyakov et al, 1973, 1975, Stonik, 1979 Cit. por Scheuer, 1989; Pocsidio, 1987); la
holoturina C, de Bohadschia argus, B. marmorata y B. tenuissima (Elyakov, 1975)';
los bivittosidos A, B, C y D, de Bohadschia bivittata (Kitagawa et al, 1989a): los
equinosidos A y B de Actinopyga equinites (Kitagawa et al, 1980) y los
pervicosidos A,ByC, de Holothuria pervicax (Kitagawa, 1989b).

En general, se ha observado que casi todos los aglicones de ios miembros
de esta familia pertenecen a ios triterpenos 12 o hidroxi  9-11. Existe también una
gran similitud en el numero y tipo de azlcares presentes en estas saponinas; en
todas las holoturinas obtenidas a partir de miembros de esta familia la xilosa esta
directamente unida a la porcién C3 del aglicén, seguida de una quinoviosa; ambos
azicares pueden o no estar sustituidos por un grupo sulfato o un 3-0-metil-

Dglucosay glucosa en el C4 de cada residuo (Scheuer, 1983).

Los primeros estudios con organismos pertenecientes a la familia
Stichopidiidae se realizaron con Stichopus japonicus del que se obtuvieron dos
compuestos llamados stichopésidos Ay C. Ambos compuestos presentaban el
mismo aglicén pero diferente proporcion de azticares; mientras que el stichopdsido
A al ser hidrolizado presentaba un grupo sulfato y xilosa, quinoviosa, glucosay 3-0-
metil-D-glucosa en proporcién 1:1:1:1; el stichopdsido C contenia un grupo sulfato
y los mismos monosacaridos sélo que en proporcién 2:1:2:1 (Elyakov et al, 1968
Cit. por Scheuer, 1983). Estas fueron las primeras holoturinas aisladas que
presentaron una segunda funcion cetona en el C16, ademas de la ya caracteristica
enel C19.

Paralelamente a estos estudios, Shimada (1969) aislé otro compuesto a
partir de Stichopus japonicus, la cual llamé holotoxina. Esta saponina no contenia

grupos sulfato y fue caracterizada por su descubridor como un nuevo “"glucdsido
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esteroidal". Este glucdsido estaba compuesto por 3 saponinas: holotoxina A'
holotoxina B y holotoxina C, siendo Ia holotoxina A el componente mayorntarlo Yy
la holotoxina C sélo se encontraba en cantidades muy pequeiias (Kitagawa et al,
1974).

Los estudios acerca de las estructura quimica de las holotoxinas A y B
revelaron la presencia de un aglicén del tipo de la holotoxigenina en ambos

compuestos (Fig.3).

0
NS
O
RO
holotoxina A: R=X-Q-MG-G (1:1:2:2)
holotoxina B: R=X-Q-MG-G (1:1 1:3)
X: Xilosa Q: Quinoviosa MG: 3-O-metil-glucosa G: Glucosa

Fig. 3.- Representacién de |a aglicona de las holotoxinas A y B de Stichopus
Japonicus
(Kitagawa et al, 1978b).

Un aglicédn distinto fue encontrado en las saponinas aisladas de Thelonota
ananas; éste difiere del aglicédn encontrado en las holotoxinas y stichopésidos en
que carece del segundo grupo ceto en posicion C 56, ademas, el orden de los
monosacaridos difiere ampliamente del patrén acostumbrado en las otras
holoturinas encontradas. En el caso de las theloturinas A y B, |a 3-0-metil-D-
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glucosa esta directamente adherida al C 3 del aglicén y tiene un sustituyente
desconocido unido al C2 del monosacarido, ademas, carece de grupos sulfuros,
aunque se han encontrado saponinas en organismos de la misma especie que si
presentan suifato en su estructura (Kelecom et al, 1976).

Dentro de la Familia Cucumariidae se han estudiado muy pocos
organismos, entre elios encontramos al pepino de mar Cucumaria frondosa del
cual se ha aislado una holoturina llamada frondésido A que tiene caracteristicas
muy similares a las de las holoturinas aisladas de miembros de la Familia
Stichopodiidae, sin embargo, solo presenta dentro de su estructura 3 azlcares:
xilosa, quinoviosa y 3-0-metil-D- glucosa en relacién 3:1: 1, presentando un azufre
como sal de sodio unida al C4 de la xilosa que se encuentra adherida a la aglicona
(Findlay. 1984, Girard et al, 1990).

Otro de los miembros de la familia Cucumariidae que ha sido estudiado
ampliamente es el pepino de mar Penctata australis del cual se obtuvieron cuatro
nuevos coi'npuestos denominados penaustrésidos A, B, Cy D (Miyamoto et al;
1992). De estas cuatro nuevas holoturinas, los penaustrésidos A y B son los
primeros glucésidos triterpenoidales obtenidos a partir de pepinos de mar-que no

son del tipo del holostano (Fig. 4).

HO

Fig. 4.- Representacion del aglicdn de los penaustrésidos A y B de P. australis
(Miyamoto et al, 1992).



Adherido al C 3 del aglicon, los penaustrésidos presentan xilosa,
quinoviosa, glucosa y 3-0-metil-D-glucosa en proporcidon 2:1:1:1. La Unica
diferencia existente entre el penaustrésido A y B es que el B tiene un doble enlace
enel C25 (Miyamoto et al, 1992).

Los aglicones de los penaustrésidos C y D son muy semejantes
estructuralmente a los aglicones de las holotoxinas obtenidas a partir de Stichopus
japonicus, presentandose diferencias sélo en el numero'de azlcares presentes en
la molécula y en que los penaustrdsidos son holoturinas sulfatadas a diferencia de

las holotoxinas que carecen de sulfato.

El dltimo grupo de holoturidos que ha sido estudiado hasta la fecha son los
pertenecientes a la familia Psoliidae; de esta familia sdlo de Psolus fabricii se ha
llegado a aislar una nueva holoturina a la cual se le ha llamado psoloturina A
(Garneau et al, 1983). Al igual que los penaustrésidos C y D, posee un aglicén muy
semejante al obtenido para las holotoxinas de Stichopus japonicus y xilosa,
glucosa, quinoviosa y 3-0-metil-D-glucosa en proporcién 1:1:1:1; pero exnste una
caracteristica que hace Unicas en su género a estas holoturmas la presencia de |
dos grupos sulfato unidos en posicién C5 en las moléculas de glucosa y 3-0-metil-
D.glucosa, caracteristica nunca antes presentada por holoturina alguna (Garneau

etal, 1983).

La cantidady variedad de las holoturinas aisladas a partir de pepinos de mar
es evidente, asi como el hecho de que varios de los investigadores hayan
encontrado una similitud en estructura quimica y actividad bioldgica con los
glucdsidos cardioténicos existentes en la actualidad (Nigrelli et al, 1966:
Yamanouchi, 1855; Chanley et al, 1959; Chanley et al, 1960; Usabiaga-Del Moral,
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1990; Pérez-Plascencia, 1991). Estas similitudes son las caracteristicas que

convierten a los pepinos de mar en una fuente potencial para ia busqueda de
nuevoes cardioténicos.

3¢- Qﬁieth)ﬁ‘

Determinar la estructura quimica de un componente del principio activo
del pepino de mar Stichopus parvimensis.
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4.1.- LOCALIZACION DEL AREA DE COLECTA.

Los organismos fueron colectados en una zona llamada "Arbolitos",
localizada en de la costa NO de la peninsula de Punta Banda, B.C., eﬁtre los
meridianos 116°45° y 116°40° Wy los paralelos 31°43"y 31°45" sobre el margen SE
de la bahia de Todos Santos (Fig. No. 5). Esta zona se caracteriza por ser un lugar

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

4.2.- COLECTA DE ORGANISMOS.
Los pepinos de mar se colectaron en el mes de junio de 1989 a

profundidades aproximadas de entre los 5 y 8 metros por buceo auténomo. Se

obtuvieron 50 organismos con un peso de 14,5 Kg.

4.3.- BIOLOGIA Y DISTRIBUCION DE LA ESPECIE.

Los pepinos de mar son organismos pertenecientes al Phyllum




Fig. No. 5.- Localizacion del Area de Colecta.



Equinodermata, clase Holoturoidea, Estos animales son los organismos mas raros
del Phyliun tanto estructural como fisiolégicamente. Poseen una pared corporal
muy firme que les sirve de armadura contra sus predadores; pies ambulacrales que
les permiten el escaso movimiento que presentan y que a su vez les mantiene en
contacto con el sustrato. Presentan tentéculos orales, mediante ios cuales captan
su comida, que generaimente es detritus, y un arbol respiratorio que tiene una
funcion dual: la respiracién y la excrecion. La mayoria tiene sexos separados, pero
existen organismos hermafroditas. La fecundacién es externa y algunas especies
incuban a sus larvas dentro del cuerpo o sobre Ia superficie. Algunas especies se
arrastran sobre el fondo, otras se sitian bajo rocas y otras mas son excavadoras,

pero en general estos organismos son poco activos (Hickman et al, 1990).

Stichopus parvimensis (Fig. No. 8) posee verrugas o protuberancias
distribuidas alrededor de su cuerpo, de aqui que su nombre comdn sea el del
“pepino verrugoso"; su coloracidn es café rojiza y puede alcanzar hasta 45 ¢cm de
longitud. Se distribuye sobre y alrededor de arrecifes en el sur de California y en
fondos rocosos y arenosos. Habitan desde la zona de entremareas hasta las zonas
abisales y su distribucién geogréfica comprende desqe Monterey, California
(E.U.A), hasta Isla de Cedros, Baja California Sur (México) (Gotshall y Laurent,
1979).

4.4.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

4.4.1.- Obtencién del Extracfo Acuoso.

Despuésde lacolecta, [os organismos se enjuagaron con agua destilada, se



Fig. No. 6.- Stichopus parvimensis



pesaron y se colocaron en un bidén con agua destilada, manteniendo una
proporcién de 1 Kg de material vivo por 1L de agua destilada. Se dejaron transcurrir
aproximadamente 4 horas (a los que se le llama tiempo de ordefia) y se retiraron los

organismos del bidén antes de que evisceraran (ApSimonetal, 1972).

Esta agua destilada conteniendo el principio activo se filtrd al vacio con

apel Whatman No. 3y se almacend a baja temperatura como "extracto acuoso",
p i P

- 4.4.2.- Obtencién de la Fraccién Cruda,

El extracto acuoso filtrado se ajusté a pH=4 y se le afiadieron 50 g de NaCl
por cada litro de extracto filtrado. Esta solucién se extrajo con n-butanol. La fase
butandlica se concentré a presion reducida en un rotaevaporador Yamato RE-51 g
200 RPM y una temperatura de 40°C. Al finalizar de concentrar la muestra se
obtuvieron 18.6 gr de un polvo blanco y fino al cual se le llamé "fraccién cruda",

4.5.- OBTENCION Y PURIFICACION DEL PARVIMOSIDO A.

La fraccién cruda se disolvié en agua a una concentracién del 5%. Esta
fraccion dializada fue separada en sus componentes por cromatografia en capa
fina, utilizando gel de silice Merck G-60 como fase estacionaria y cloroformo-
metanol-agua (65:35:10) como fase mévil. Las placas se revelaron con sulfato

cérico al 1% en acido sulfirico 2N.

La fraccién cruda se resolvié en tres fracciones, de las que sélo una se
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purificd por medio de cristalizaciones repetidas en etanol al 94% hasta obtener un .
punto de fusion satisfactorio. A esta fraccién se le denominé F1 (Iniguez-Martinez;

1990), el cual recientemente se renombré como parvimdsido A,

El punto de fusién de parvimésido A se determiné en un aparato de punto de
fusion Fisher-Jones.

4.6.- DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA.

4.6.1.- Espectroscopia de Infrarrojo.

Se corrieron espectros de infrarrojo en una suspensién de Nujol-Fluorolube
en un espectrémetro Nicolet modelo Magna-IR 750. Para la asignacién de sefiales
se utilizaron las tablas reportadas por Cross y Jones (1969) y Silverstein et al
(1991).

4.6.2.- Espectroscopia de Masas.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro Jeol JMS-SX
102A por la técnica de FAB positivo (Fast Atom Bombardment), utilizando alcohol
nitrobencilico-glicerol-tioglicerol como matriz, y xenén como gas ionizante.

4.6.3.- Espectroscopia de Resonancia Magnético Nuclear.

Los espectros de resonancia magnético nuclear proténica (‘HRMN) y de
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carbono ('*CRMN) se realizaron en un espectrémetro Varian Unity 300 y Varian
Unity plus 500 con sonda de deteccién indirecta, utilizando como disolvente
piridina deuterada (CsD‘N) y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. La
asignacion de algunas sefiales se hizo mediante ias tablas reportadas por
Macomber (1988)y Silverstein etal (1991).
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6.1.- Puntode Fusion.

Los cristales purificados del parvimésido A presentaron un color cremoso

prillante y un puntode fusion definido entre 270-275 *Cs

5.2.- Espectroscopiade Infrarrojo.

El espectro de infrarrojo para el parvimésido A mostré senales
caracteristicas para grupos alcoholes con una banda de estiramiento O-H a los
3332 cm' y para grupos alcano con una sefal intensa a los 2924-2854 cm”. La
sefalalos 1749 cm’es asignada ala absorcion de una dlactona saturada de cinco
miembros, mientras que la sefial de intensidad media que aparece a los 1645 cm”
indica la presencia de dobles enlaces dentro de la molécula. Finalmente se
observa una banda de absorcién intensa a los 1462 cm caracteristica de la

presenciade unoo mas grupos ceto dentro de la molécuta (Fig. 7, TablaNo. 1).

5.3.- Espectroscopia de Masas.

@
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El espectro de masas del parvimésido A muestra el patrén de fragmentacién
de la molécula. El ién molecular se encuentra a los 1410 m/z indicando el peso
molecular del compuesto. Las sefiales més intensas observadas en el espectro
correspbnden a las fragmentaciones del ién molecular. La pérdida de una molécula
de glucosa esta representada por una sefial a 1248 m/z ([M-1 63]"); la pérdida de la
30-metil-glucosa se encuentra registrada a los 1234 m/z ([M-1777), estas dos
sefiales representan los dos azlcares terminales dentro de la molécula. La sefal
localizada a los 1086 m/z ([M-325]") contabiliza Ia pérdida de dos moléculas de
glucosa, mientras que la observada a los 1072 m/z ([M-341]") se debe a la pérdida
de una molécula de 30-metii-glucosa y glucosa. De igual forma se observan
sefales a los 926 m/z ([M-485]), 764 m/z ([M-648]") y 602 m/z ((M-810)) que
representan los iones fragmento para 30-metil-glucosa/giucosal/quinoviosa, 30-
metil-glucosa/glucosa/quinoviosa/glucosay 30-metil-glucosa/glucosa/quinoviosa
/glucosalglucosa, respectivamente (Figs. 8, 9 10,11,12, 13, 14y 15, Tabia No. ii).

5.4.-Espectrocopia de Resonancia Magnética Nuclear Proténica
(‘"HRMN).

En el espectro de 'HRMN se asignaron 15 sefiales de protones de las cuales
siete pertenecen a hidrégenos de carbonos metilicos (1.44, 1.42, 1.30, 1.13, 0.93,
0.86, 0.85 ppm) y una sefal al hidrégeno de una carbono vinilico (5.35 ppm). El
resto de las sefiales fueron asignadas a los protones de los carbonos anoméricos
dentro de la molécula (6.31, 5.30, 5.16, 5.01, 4.98, 4.75 ppfn) (Figs. 16,17, 18y 19;
Tabla No. Il1).
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Fragmento (m/z) que representa
[M] 1410 -
[M-163]" 1248 G
M-1771" 1234 MG
[M-325]" 1086 66
[M-341]" 1072 G-MG
[M-485]" 926 MG-G-Q
[M-648] " 764 MG-G-Q-G
[M-810]" 602 MG-G-Q-G-G
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Fig. No. 18.-Espectro de "HRMN del parvimosido A (3.6-5.4 ppm) obtenido en un espectro Varian
Unity Plus 500 (Solvente: piridina deuterada. Reterencia: tetrametilsilano).
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6.4.- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclearde Carbono
(*CRMN).

El espectro de “CRMN arroja la presencia de 81 &tomos de carbono dentro
de la molécula. A campo bajo se observa una sefial a 213.07 caracteristica del
grupo carbonilo de una cetona, seguida de una sefial a 176.05 originada por el
grupo carbonilo de una & lactona saturada. Dentro del mismo campo bajo, se
observan dos sefiales adicionales, caracteristicas de un doble enlace localizado
entre los carbonos 9y 11 alos 151.38 y 111.09 ppm. Los carbonos anoméricos de
los monosacaridos de la molécula aparecen entre los 105.8 y 102.8 ppm, mientras
que los metilos de la quinoviosa se encuentfan alos 71.52y 60.76 ppm. A campo
alto se observan las sefiales de grupos metilo, metilenos y metino presentes dentro
delamolécula (Fig. 20y 21; Tabla No. V).



| Fig. No. 20.- Espectro de "*CRMN del parvimésido A (20-200 Fpm) obtenido en un espectro Varian
Unity Plus 500 (Solvente: piridina deuterada. Referencia: tetrametilsilano).
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Fig. No. 21.- Espectro de '*CRMN de| parvimésido A (20-110 ppm) obtenido en un espectro Varian
Unity Plus 500 (Solvente: piridina deuterada. Referencia: tetrametilsilano).
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0.~ Disensitnes.

La determinacién de la estructura de un: compuesto que presenta
bioactividad, es de gran importancia para poder determinar su ruta de accidn,
efectos secundarios y sobre todo la relacién estructura-actividad existente. Al
conocer su estructura se abren nuevos caminos de obtencidn del producto (sobre
todo si es de origen natural), que van desde la modificacion de la estructura, ya sea
para obtener un compuesto mas estable o0 mas activo, hasta la sintesis total del

producto, en caso de que se pueda realizar.

En &l caso de las drogas cardioactivas, hasta la fecha ha sido imposible
sintetizarlas o sustituirlas por otras mas eficaces y menos peligrosas y se siguen
obteniendo a partir del refinamiento de los compuestos presentes en la Dedalerao
Digitalis (Morgan, 1995). Pero la busqueda de alternativas no ha cesado, y los
pepinos de mar han sido, desde la década pasada, una opcién potencial, debido a
las caracteristicas estructurales que presentan algunos de sus metabolitos que los
asemeja a los glucésidos cardioténicos tradicionales (Gorshkov et al, 1982;
Gorshkova et al, 1989).

El parvimésido A es uno de los tres compuestos presentes dentro de la
fraccion cruda obtenida a partir del extracto acuoso de la secrecién del pepino de
mar Stichopus parvimensis. Debido a que cada pepino de mar. posee una
estructura caracteristica dentro de su aglicona o genina dependiendo de la familia
de que provenga (Scheuer, 1983), es comUn que para iniciar la dilucidacién de la




misma se asuma una estructura base para iniciar el anlisis de los espectros, sobre
todo en la asignacién de sefiales para los espectros de 'HRMN y “"CRMN
(Rodriguez et al, 1991). En el caso particular de las holoturinas provenientes de
miembros de |a familia Stichopodiidae, se ha observadola presencia constante del
holotoxigenol como aglicona (Scheuer, 1983; Stonik y Elyakov, 1988). EI
holotoxigenol es un nlcleo triterpenoidal con una férmula condensada de C, H.0,
que presenta un esqueleto de holostano y posee un segundo grupo ceto en la
posicion C-16, ademéas de una insaturacion entre los carbonos G-25 y C-26
(Scheuer, 1983). Debido a que S. parvimensis es un organismo pertensciente a
esta familia, es altamente probable que sus holoturinas posean un nlcleo

quimicamente igual 0 semejante.

Los. datos obtenidos anteriormente para el parvimésido A, indican la
presencia de C, H, O y Cl dentro de la molécuia.(lﬁiguez-Martl’nez, 1990), lo que
nos conduce a la posibilidad de tener en la estruciura cualquiera de estos
compuestos: aldehidos, cetonas, quinonas, ésteres, lactonas, carbohfdratos,
alcoholes, éteres, hidrocarburos, acidos carboxilicos, anhidridos carboxilicos,

fenoles, enolesy haluros de acilo (Kemp, 19886).

El parvimésido A presenta un punto de fusién de 270-275 °C. En general, el
punto de fusién de las holoturinas varia desde 203 *C para.el equindsido B de
Aotinopygé echinites, hasta 315 °C para la holotufinogenina | de Actinopyga
agassizi. Se ha observado que las holoturinas extraidas de miembros de la familia
Stichopodiidae presentan de los més altos puntos de fusién registrados (Scheuer,
1983). Con esta evidencia podemos asumir que el parvimésido A cae dentro de los

miembros de esta familia.

El espectro de infrarrojo del compuesto (Fig. 7), muestra una banda fuerte a



3332 cm, caracteristica de los estiramientos de los grupos O-H libres dentro de ia
molécula. Debido a que se ha observado que los grupos OH unidos directamente a
un metileno (CH)) dan sefiales entre los 3330-3335 cm, el pico a los 3332 cm
indica la presencia de al menos un grupo CH_OH dentro de ia molécula (Silverstein
et al, 1991). En el IR se observa otra sefial intensa a los 1749 cm" caracteristica
para & lactonas saturadas (Kemp, 1986; Silverstein et al, 1991), seflales que son
muy faciles de reconocer debido a su posicién constante y su alta intensidad,
ademés de que se encuentran en una area del espectro donde no aparece ninguna
otra banda excepto por las producidas por el grupo carbonilo de cetonas que
generalmente tienden a empalmarse con las bandas de lactona. Si se asume que el
parvimdsido A posee dentro de su estructura una gamma lactona saturada y una
cetona ciclica de 5 miembros, la banda que aparece alos 1749 cm podria ser el
resultado de un sobrelapamiento de dos sefiales (Iactona y cetona) y debena
aparecer como una banda intensa y ancha (Kitagawa et al, 1976). Sin embargo,
esta banda se presenta como una sefal intensa pero aguda. Con solo esta
evidencia se podria excluir la presencia de la cetona ciclica, pero dentro del
espectro se observa una banda intensa a l0s 1463 cm" caracteristica de grupos
metileno adyacentes a grupos carbonilo (Silverstein et al, 1891), lo que no permite
que se excluya la cetona de 5 miembros como una posibilidad dentro de la
estructura. A los 1645 cm' se observa la preseﬁcia de una sefial moderada,
caracten’sﬁca de la presencia de alquenos monosustifuidos dentro de la molécula,
esta evidencia se refuerza por los primeros anélisis realizados para el parvimésido
A (previamente llamado F ), para el cual se detecté por éné!isis funcio_nai organico

la presencia de dobles enlaces en lamolécula (liguez-Martinez, 1990).

Ademas de las sefiales antes mencionadas, se observan dos bandas
anchas e intensas a los 2924 cm* y 2854 cm* debidas al efecto de estiramiento C-H

dentro de toda la molécula (Silverstein et al, 1991). Al finalizar el analisis del
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éspectro de IR, se obtienen evidencias acerca de la presencia de grupos alcohol
unidos a un CH,, al menos una & lactona de 5 miembros y una cetona ciclica de 5
miembros y un nimero desconocido de dobles eniaces, lo que concuerda con lo

encontrado previamente ( Iniguez-Martinez, 1 990).

El siguiente paso dentro de [a elucidacién de la estructura es la
determinacion del tamario de Ia molécula, es decir, conocer sy peso molecula'r.
Esta informacién se determina a partir del espectro de masas (McLafferty y
Turecek, 1993). Ef parvimésido A presenta un ién molecular [M}=1410indicando ia
presencia de un compuesto de alto Peso molecular caracteristico de ias
holoturinas; las cuales poseen pesos moleculares que van desde
aproximadamente 1200 daltones hasta 1450 (Kitagawa et al, 1978a; Miyamoto et
al, 1992), ‘Esta variacion depende principaiménte del ndmero y tipo de
monosacaridos presentes en la molécula, asi como del tipo de cadena laterai que

posean,

Con estas nuevas evidencias, 1o que resta es ensamblar la molécuia con el
fin de corroborar o rechazar ja idea de que el pepino de mar S. parvimensis
presenta el mismo tipo de compuesto que los géneros relacionados de la familia
Stichipodiidae; para hacer esto es necesario aplicar las técnicas de resonancia
magnético nuclear en sus dos formas 'HRMN y “CRM'N, las cuales daran
informacién detallada acerca de Ia estructura del parvimésido A (Macorhber,

1988),

En los espectros de 'HRMN se pueden observar sefiales que se encuentran
desde 0.8 ppm hasta 7.6 ppm. Dentro de este amplio rango se pueden encontrar,
hidrégenos de grupos metilo (CH,), de metiléno (CH)), de alcoholes (OH), o bien
adherido a un carbono terciario (=C-H), a un carbono vinilico (C=C-H), a un



compuesto aromético (AROM-H) o de alcohol unido a un compuesto aromatico
(AROM-OHM) (Silverstein etal, 1991).

Por analisis del espectro de IR se descarta la presencia de triples enlaces
dentro de la molécula del parvimésido A, ya que en caso de existir deberian
presentar una sefial tipica a los 630 cm (Silverstein et al, 1991). De la misma
manera, es posible eliminar la probable preéencia de grupos aromaticos, ya que
éstos presentan una absorcién fuerte en el IR a los 3100-3000 cm"* que se deberia
observar acopiada a la absorcién de los grupos OH y no se detecta dentro del
espectro de IR para el parvimésido A. Por otra parte, se sabe que los compuestos
que poseen dobles enlaces conjugados (como los aromaticos) deben presentar
absorcion dentro del espectro de U.V., sefial que se encuentra ausente en dicho

espectro para el parvimésido A (Ifiiguez-Martinez, 1990).

Al analizar el campo alto del espectro de 'HRMN, se observan cinco sefiales
en forma de singulete, que por su localizacién y alta intensidad se asignan a los
hidrégenos presentes en grupos metilo. Estas sefales, qué son representativas de
tres protones aparecen a los 1.43, 1.42, 1.30, 1.13 y 0.92 ppm vy tienen
aproximadamente la misma intensidad; debido a que aparecen en forma de
singulete deben estar estar en un grupo metilo (C'Ha) unido a un carbono
cuaternario (Kemp, 1986; Silverstein et al, 1991). La primera sefal del espectro
aparece como un triplete con valores maximos de 0.843, 0.857 y 0.870 ppm con
intensidad alta. En teorfa, un triplete de este-tipo debe pertenecer a un metileno (-
CH,-) unido a otro metileno, pero es conocido que las uniones entre hidrégenos
metilénicos se encuentran a 1.0 ppm en adelante dentro de! espectro (Silverstein et
al, 1991). Es decir, en forma, esta sefial corresponde a un eti'leno, pero no asi en
ubicacion dentro del campo. Sin embargo, si tomamos en cuenta el espectro

completo observamos que entre uno y otro hay un desplazamiento. Esto da
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fundamento para proponer que el observado “triplete" es en realidad una sedal
denominada "doblete de dobletes", la cual es originada por el sobrelapamiento de
dos seriales dobles provenientes de CH, unidos a un carbono primario (Silverstein
et al, 1991) y que no alcanza a visualizarse por separado a menos que se
incremente alin mas la resolucién del aparato donde se realizé el andlisis: porlo
tanto podemos afirmar la presencia de dos grupos metilos adicionales a los
previamente mencionados, haciendo un total de siete grupos de este tipo dentro de

lamolécula.

Otra sefial relevante en el espectro de 'HRMN, es la que se observa a
campo bajo y que aparece a los 5.35 ppm; la cual indica la presencia de un doble
enlace o protédn vinilico dentro de la molécula. Este dato concuerda con los
hallazgos de otros autores y confirma la presencia de una insaturacion, la que para
las holoturinas se encuentra entre los carbonos 9 y 11. (Garneau et al, 1983;

Findlay et al, 1984; Rodriguez et al, 1991 ).

Al comparar las sefiales de 'HRMN para el parvimésido A de S. parvimensis
con las obtenidas para Ia dihidroholotoxigenina, producto obtenido por
hidrogenacion con PtO2 de las holotoxinas A1y B1de Stichopus japonicus (Maltsev
etal, 1984), se observa gran semejanza en los valores de seis de las ocho sefiales
mencionadas previamente para S. parvimensis. Esto concuerda con |os rasgos
estructurales de otros productos de pepinos de mar : la presencia de cinco grupos
CH, y un protén que debe estar unido a C-11 formando parte de una doble ligadura
(Findlay et al, 1984; Maltsev et al, 1984). Por ofra parte, la ausencia de sefiales
adicionales en campos bajos (4.5-7.5 ppm), tanto para las holotoxinas A y B' como
parael parvimésido A denotan la ausencia de dobles enlaces adicionales dentro de
la molécula, lo cual encaja en una estructura quimica como la de la
dihidroholotoxigenina, la cual carece del doble enlace cominmente encontrado



&

entre los carbonos C-25 y C-26 (Kitagawa et al, 1978b, Garneau et al, 1983;
Maltsev et al, 1984, Bedoya et al, 1986).

A campo bajo se puede observar la presencia de seis sefiales para protones
anomericos, los cuales emiten sefiales de dobletes entre los 4.75 y 6.31 ppm con
una constante de acoplamiento de 7-8 Hz. Esto sugiere la presencia de seis
unidades de monosacarido dentro de la molécula con enlaces B (Rodriguez et al,
1991). Al mismo tiempo se oberva una sefial fuerte en forma de singulete a 3.8 ppm
atribuible a los protones del metilo perteneciente a la 30-metil-glucosa y un
singulete a campo alto en los 1.77 ppm originada por los protones de los grupos

metilo presentes en la quinoviosa (Rodriguez et al, 1991).

Con los datos obtenidos del 'HRMN, podemos ésegurar la presencia de
metilos y de una doble ligadura entre los carbonos C-9 y C-11. Sin embargo, no se
puede realizar la asignaciénes del resto de los hidrégenos presentes dentro del
espectro utilizando esta técnica debido a la‘complejidad del mismo, ya que seria
especular en cuanto a las posiciones que se le darian a cada hidrégeno dentro de
la moléculaj Para poder obtener este tipo de informacién se hace necesario la
aplicacion de métodos espectroscépicos mas complejos, llamados de doble
dimensién (Rodriguez et al, 1991), los cuales arrojarian informacién acerca de los
acoplamientos e intercambios existentes entre los protones que se encuentran

cercanos entre si dentro de la molécula.

El espectro de *"CRMN para el parvimésido A muestra sefiales para 61
carbonos, que van desde las 20 ppm hasta 214 ppm; dentro de esta region, es
posible encontrar carbonos metilicos (neg -65ppm),. carbonos metilénicos (0-80
ppm), carbonos vinilicos (100-160 ppm) y carbonos de grupos carbonilo (160-220

ppm) (Macomber, 1988; Silverstein etal, 1991).
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Al analizar el campo bajo del espectro se observan 2 seflales, una a los
213.08 ppm y otra a los 176.05 ppm; estas sefales son producto de los carbonos
mas desprotegidos que pueden existir: carbonos carbonilicos o carbonos unidos a
un oxigeno por un doble enlace (Macomber, 1988). Debido a la alta
electronegatividad del oxigeno, estos carbonos aparecen generalmente en el
rango de los 165-220 ppm, y son fos Gltimos que aparecen dentro de} espectro
de “CRMN (Silverstein et al, 1991). Como el grupo carbonilo esta presente en
diferentes tipos de compuestos y las regiones de corrimiento de 10s mismos se
sobrelapan, se deben tomar en cuenta los efectos gjercidos por los demas atomos
de carbono dentro de la estructura para encontar el corrimiento quimico adecuado
para cada grupo funcional dentro de un compusesto (Macomber, 1988). A pesar de
que la informacién proporcionada por estas dos sefiales indican que corresponden
a carbonos de un carbonilo, falta por definir el tipo de grupo funcional al que
pertenecen y la posicién en que estos Uitimos se encuentran. Al comparar los
resultados cbtenidos para el parvimésido A con los.de la holotoxina A y holotoxina
A1 obtenidas de Stichopus japonicus (Kitagawa et al, 1978b; Maltsev et al, 1984), y
los de la psoloturina A obtenida de Psolus fabricii (Garnaeu et al, 1983) se puede
concluir que la sefial localizada a los 213.08 ppm corresponde al grupo carbonilo
encontrado generalmente en el carbono 16 de la cetona ciclica y que-la sefial que
aparece a los 176.05 ppm pertenece a la cetona dentro del éster ciclico o lactona,

generalmente localizada en el carbono 18.

Siguiendo hacia campos ligeramente més altos (Tabla No. 1V), cercanas a
las sefiales anteriores se localizan otras dos sefiales a los 151.38 ppmy a los
111.91 ppm. Comparando estos valores con los obtenidos por la holotoxina A;
holotoxina A1 y psoloturina A se puede concluir que lé sefial a los 151.38 ppm
corresponde a un carbono cuaternario que generaimente es el C-9, mientraé que la
sefial que aparece a 111.91 ppm pertenece a un carbono terciario correspondiente
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al C-11 dentro de la molécula (Kitagawa et al, 1978, Maltsev, 1984; Garneau et al,
1983), lo que corrobora la informacién obtenida del espectro de 'HRMN, en donde
la sefial de 5.35 indica una insaturacién entre los carbonos 9 y11.

Otro aspecto relevante en el andlisis comparativo del espectro de "CRMN
del parvimésido A con respecto a otras moléculas semejantes es el de las senales
de los atomos de carbén 25 y 26. Para la holotoxina A (Kitagawa et al, 1978),
holotoxina A1 (Maltsev et al, 1984) y psoloturina A (Garneau et al, 1983) se
presentan dos corrimientos alrededor de 110 ppm y otra a 145 ppm, las que
corresponden a un par de carbonos vinilicos. Para estos compuestos se ha
propuesto la presencia de una doble ligadura sostenida por los carbonos 25 y 26,
La precision en la localizacidn de estas sefales se explica porla ausencia de otros
grupos eléctronegativos que provoquen corrimientos a campos menores. En
cambio, el espectro de *CRMN para el parvimdsido A no revela la presencia de
sefiales de este tipo; lo que indica que solamente posee un doble enlace el cual se
encuentra cerca de un grupo electronegativo, que desplaza su sefial y ia ubica en
la posicién en la que se encuentra, es decir a 111.91 ppm y 1561.38 ppm. Esta
observacion obtenida con el espectro de *"CRMN corrobora la hipdtesis de una
insaturacién con estas caracteristicas propuestas a partir del espectro de 'HRMN.
Con base en esta evidencia, es posible afirmar que a pesar de la semejanza de la
aglicona con las de otros productos de holoturidos, existe una diferencia en la

cadena lateral que es distinguible por su resonancia en campos magnéticos.

Otra pieza de evidencia para establecer la estructura del parvimésido A
proporcionada por el espectro de “"CRMN son las sefales de los carbonos
anomericos presentes en la misma. En las holoturinas, los monosacéridos se
encuentran enlazados entre si por enlaces glucosidicos y tienen la posibilidad de
formar hemiacetales. Ei proceso de mutarrotacidn que sufre cada uno de los



azucares genera centros asimétricos en su dtomo de carbdn ndmero 1, conocido
como "anomérico", que emite sefiales caracteristicas por su resonancia. Segan
Rodriguez et al, (1991), estas sefales se caracterizan por estar localizadas entre
los 106-103 ppm dentro del espectro de “CRMN. Para el parvimésido A, se
encontaron seis sefiales de carbén anomérico que representan igual nimero de
monosacéridos, dado que existe un carbdn anomérico por unidad de carbohidrato
sencillo. De la asimetria en el carbono 1 sUrge ta posibilidad de que el enlace
glucosidico se encuentre en posicién o. o B seguin el acomodo axial o ecuatorial con
respecto al anillo. De acuerdo a esta posicién, habrd una mayor o menor
interaccié_n entre los atomos de hidrégeno que se encuentran sobre el carbono
anomeérico o cercanos a él, lo que se manifiesta porios Valores de las constantes de
acopiamiento en los espectros de resonancia (Tabla No. IV). Para el parvimésido
A, se encontraron sefiales con valores de 1056.67,105.67, 105.29, 104.99y 102.87,
que con base al espectro de 'HRMN, son indicadoras de carbonos beta

anomeéricos.

Debido a la pequefia cantidad de compuesto puro con el que se trabajo
(aprox. 50 mg), el espectro de *CRMN no presentdé una buena resolucién para las
sefiales mas débiles y por lo tanto la interpretacion de las mismas se torna dificil:
Por esta razén, el resto de las sefiales de carbono se asignaron por comparacién
con otros compuestos obtenidos a partir de organismos de la ‘familia
Stichopodiidae y Psolidaee (que poseen el mismo aglicon dentro de su estructura
que los anteriores) siguiendo la hipétesis que se propuso al inicio de este trabajo
(Kitagawa et al, 1978; Maltsev et al, 1984; Garneau et al, 1983; Miyamoto et al,

1992).

Enlos espectros de masas se puede observar claramente la presencia del

ion molecular [M], localizado a los 1410 m/z. En la primera fragmentacién sufrida
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por el compuesto debida ai bombardeo atémico-a la cual esté sujeto se observa
una senal en el espectro a los 1240 m/z correspondiente a una pérdida de 163
daltones, lo cual indica la pérdida de una molécula de glucosa. La siguiente
fragmentacién se observa a 1234 m/z, indicando la pérdida de 177 unidades
pertenecientes a una 30-metil- ~glucosa; ambos fragmentos son indicio de la
presencia de 2 azicares terminales: glucosa y 30-metil-glucosa. Otro fragmento
aparece alos 1086 m/z que corresponde a la pérdida de dos unidades de glucosa,
por o que-se puede asegurar que la glucosa terminal se encuentra unida a otra
glucosa. Alos 1072 m/z aparece union fragmento que indica la pérdida de una 30-
metil-glucosa y una glucosa, evidencia parala presencia de una glucosa unidaala
30-metil-glucosa terminal. El patrén de fragmentacién muestra también una sedal
que aparece a los 926 m/z, y que corresponde a la pérdida de una 30-metil-
glucosa, una glucosa y una quinoviosa. Hasta aqui se confirma la presencia de
cinco unidades de monosacarido, que se encuentran en la molécula de la siguiente
manera: dos azlcares terminales correspondientes a tna glucosa y una 30-metil-
glucosa; adherida a la glucosa se encuentra otra glucosay adherida a la 30-metil-
glucosa una glucosa y una quinoviosa. Los iones fragmento a los 764 y 602 m/z
corresponden a 30-meti!-glucosa/g!ucosa/quinoviosa/giucosa y 30-metil-

glucosa/giucosal/quinoviosa /glucosa/glucosa confirmando lo antes mencionado.

Si se parte de la informacién que se ha obtemdo por el analisis
espectroscopico se sabe que el parvimdésido A tiene una aglicona del tipo de ia
dihidroholotoxigenina, la cual debe tener una férmula condensada de C, H,.0, yun
peso molecular de 469. Si se conoce |a presencia de las cinco unidades de
monosacarido antes mencionadas, el peso molecular aumenta a 1279. El ién
molecular confirma la presencia de un compuesto con peso molecular de 1410, por
lo tanto las 131 unidades restantes deben de corresponder al Gitimo monosacarido

que falta por determinar, el cual de acuerdo ala masa que falta por comprobar debe



ser una xilosa, la que, como en la gran mayoria de las holoturinas, se encuentra

adherida al carbono nimero 3 de la aglicona.

De esta manera se logré determinar la estructura completa para el
parvimosiodo A, el cual, a difsrencia de lo supuesto al inicio de este trabajo, no
presenta un nucleo de holotoxigenina, ya que carece del doble enlace entre los
carbonos 25 y 26 (Kitagawa et al, 1978b; Maltsev et al, 1984; Garneau et al, 1983,
Scheuer, 1983). Sin embargo el parvimésido A contiene dentro de su estructura un
nucleo de dihidroholotoxigenina el cual comparte con los penaustrésidos C y D
(holoturinas sulfatadas) provenientes del pepino de mar Penctata australis,
perteneciente a la familia cucumariidae (Miyamoto et al, 1992). Esta no es la
primera ocasion que un miembro de la familia Stichopodiidae comparte el mismo
nucleo o aglicén con un organismo de la familia Cucumariidae; pero si es la primera
vez que la dihidroholotoxigenina es detectada en un stichoposido. El nimero, tipo y
proporcién de azucares los comparte con la holotoxina B aislada de S. japonicds
(Kitagawa et al, 1978b), por lo tanto podemos decir due el parvimésido A posee
elementos de dos estructuras previamente determinadas para dos holoturinas
pertenecientes a dos organismos diferentes constituyéndose como un: 3-0 {2-O-
[3-0-metil-ﬁ-D-glucopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosiI(-4)-B-D-quinoviopira
nosil]4-0-[[3-D-glucopiranosil(1-3)—B-D-gIucopiranosil]-BTD-xilopiranosil
Holost-9(11)-eno-16-ona (Fig. 22), de acuerdo con la nomenclatura desarrollada

por Habermel y'Volkwein (1971), conunaférmula condensada de C,H O
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- Fig. No. 22.- Estructura propuesta para el parvimésido A extraido del

pepinode mar Stichopus parvimensis de las costas de Baja
California.



7« Conclusivnes.

1.- La holoturina del pepino de mar Stichopus parvimensis de las costas de
Baja California, denominado en este trabajo parvimésido A posee un punto
de fusién de 270-275°C.

2.- El Parvimésido A presentalos siguientes rasgos estructurales:

a) Una & lactona saturada de cinco miembros cuyos atomos de
carbono corresponden alas posiciones 13, 17, 18y 20.
b) Un grupo carbonilo en posicién C-16 perteneciente auna
cetona ciclica saturada de cinco miembros constituida porlos
carbonos 13, 14,15, 16y 17.

| ¢) Unainsaturacion entre los 4tomos de carbono 9 y11.
d) Una cadena lateral alquilica saturada de seis carbonos sobre e
carbén niimero 20.
e) Cinco grupos metilo en el niicleo triterpenoidai; dos sobre el
carbono4y los restantes enlazados a los carbonos 1 0,14y 20.
f) Dos grupos metilo presentes en la cadena lateral, sobre el

atomo de carbono niimero 5.

3.- La aglicona del parvimésido A corresponde quimicamente a una dihidro-

holotoxigenina.

4.- El parvimésido A es un oligosacarido con las siguientes caracteristicas:

&)



a)lacadena de carbohidratos esté compuesta por glucosa, 30-metil-
glucosa, quinoviosay xilosa.

b) Las unidades de monosacarido estan unidas entre si porenlaces
B glucosidicos.

¢) Lacadena de oligosacéridos est4 enlazada ala aglicona por
medio de xilosa en el carbon niimero 3.

d) Los azucares terminales de la cadena de oligosacaridos sonla
glucosay la 3-O-metil-glucosa.-

e) La proporcién de aztcares en la molécula de parvimésido A es:

glucosa, 3-O-metil-glucosa, quinoviosa y Xilosa, 3:1:1:1.

5.- El peso molecular del parvimésido A es de 1410 Dalton y tiene una formula
condensada de C,H. O

6 108 a2’

6.- De acuerdo a la estructura propuesta el parvimosido A se denomina 3-0-{2-
O-[3-O-metil-ﬁ-D-glucopiranosi!-( 1-3)-B-D-glucopiranosil-(1-( 1-3)-B-D-
quinoviopiranosil] -4-O-[8-D-glucopiranosi [-(1-3)-B-D-glucopiranosil]-B-D-

Xilopiranosil} Holost-9(11)-eno-16-ona.
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ANEXO 1




Fig. No. 23.-Estructura quimica de la holotoxigenina (aglicon principal en
las holoturinas encontradas en la familia Sfichopodiidae).



ANEXO 2




Tabla V.- Sefiales de '"HRMN para el penaustrésido D obtenido
a partir de Penctata australis (Miyamoto et al., 1992).

0.83 d 6.6 C-(26)
0.85 d 6.6 C-(27)
0.95 s - C-(30)
1.13 s - C-(29)
1.31 s - C-(28)
1.42 s - C-(21)
1.45 s - C-(19)
5.33 d 7.6 ~ C-(11)
§: singulete

d: doblete



Tabla VI.- Senales de”'CRMN para la psoloturina

Psolus fabricii (Garneau et al, 1983).

50 (ppm) | Asignacien| | 5:‘0-.:(pbm)::- Asignacion
36.0 c-(1) 213.9 C-(16)
26.8 C-(2) 61.1 Cc-(17)
88.7 C-(3) 176.4 C-(18)
34.9 C-(4) 20.9 C-(19)
52.7 C-(5) 83.4 C-(20)
21.9 C-(6) 23.0 Cc-(21)
28.3 c-(7) 38.1 Cc-(22)
38.6 C-(8) 22.1 C-(23)
151.9 C-(9) 37.7 . | c(24)
39.6 C-(10) 145.3 C-(25)
111.0 C-(11) 110.4 C-(26)
31.9 c-(12) 27.9 C-(27)
55.7 C-(13) 20.5 C-(28)
41.9 C-(14) 26.6 C-(29)
51.9 C-(15) 17.4 C-(30)

A+ obtenida a partir de



Tabla VIl.- Senales de'°CRMN para la holotoxina A4 obtenida a partir de
Stichopus japonicus (Maltsev et al, 1984).

27.0 c-(2) 61.7 Cc-(17)
88.6 C-(3) 175.8 C-(18)
39.9 C-(4) 22.1 C-(19)
53.2 C-(5) 83.0 C-(20)
21.2 C-(6) 27.0 c-(21)
28.6 c-(7) 38.5 C-(22)
39.0 C-(8) 22.2 . C+(23)
151.5 C-(9) 38.1 C-(24)
39.9 Cc-(10) 145.5 C-(25)
111.3 C-(11) 110.5 C-(26)
32.4 c-(12) 22.5 c-(27)
55.9 C-(13) - C-(28)
42.2 C-(14) - Cc-(29)
52.1 C-(15) - | c+30)




Tabla ViIl.- Seales de '"CRMN para la penaustrésido D obtenida a partir
de Penctata australis (Miyamoto et al, 1992).

pm) | Asignacién| | OC (opm) | Asignacion
c-(1) 213.1 Cc-(16)
Cc-(2) 61.4 c-(17)
C-(3) 176.0 c-(18)
C-(4) 22.1 c-(19)
C-(8) 83.1 C-(20)
C-(6) 227 | C-21)
C-(7) 39.2 Cc-(22)
Cc-(8) 22.7 C-(23)
c-(9) 39.4 C-(24)
C-(10) 30.0 C-(25)
C-(11) 22.6 C-(26)
c-(12) 22.8 Cc-(27)
C-(13) 208 C-(28)
C-(14) 26.9 C-(29)
C-(15) 16.9 C-(30)




