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RESUMEN

La evaluacion quimica preliminar y el estudio de las propiedades
antibacterianas, antifiingicas y letales de las fracciones solubles en acetato de etilo de
las esponjas Aplysina lacunosa, A. fulva, Cliona varians, Cinachyrella kuekenthali,
Amphimedon viridis y Aaptos pernucleata, recolectadas en la Bahia de Mochima,
estado Sucre, evidenciaron la posible presencia alcaloides, esteroles, triterpenos,
metilencetonas y taninos con potencial actividad biologica. La fracciones solubles en
acetato de etilo de las esponjas Aaptos pernucleata, A. fulva'y A. lacunosa, fueron las
unicas que mostraron actividad antibacteriana en contra de Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli, siendo A. lacunosa la que presento los
mayores halos de inhibicién. La actividad antifingica no fue significativa, solo la
esponja Aaptos pernucleata presentd actividad leve contra Candida albicans. La
actividad letal en Artemia salina, con mayor importancia la mostraron las esponjas
C. kuekenthali, Amphimedon viridis y Aaptos pernucleata, con valores de CLsy de
4,10; 1,13 y <0,01 pg/ml respectivamente. Los resultados del estudio de la letalidad
de las subfracciones oA, oE, oF y ol, obtenidas mediante el fraccionamiento
cromatografico convencional, provenientes de la esponja Aaptos pernucleata
demostraron la presencia de varios compuestos con potencial letal en esta esponja;
lograndose identificar mediante CG-EM algunos constituyentes, como los ésteres
metilicos de los 4acidos 12-metiltridecanoico, 14-metilhexadecanoico, 7,10-
octadecadienoico y pentacosanoico, y los esteroles: colesterol, colestanol, ergost-22-
en-3-ol, y ergostanol. También, se logrd aislar y caracterizar por RMN, dos
esteroisomeros del colestanol, y un andlogo 9-metil del colestanol. La actividad
antibacteriana mostrada por las subfracciones del BE, BG, BI, y BL, provenientes de la
esponja 4. lacunosa, contra las bacterias S. aureus, Salmonella sp, L. monocytogenes
y E. coli, evidencid la presencia de metabolitos con potencial actividad bactericida;
lograndose aislar un constituyente alcaloidal con nticleo piridinico y dos grupos
¢ésteres como sustituyentes. Ademads, de la subfraccion BB se aislo un triterpeno
pentaciclico Cs,, derivado del lupano. Considerando los resultados obtenidos, se
puede inferir que los metabolitos identificados en las especies A. lacunosa 'y Aaptos
pernucleata, posiblemente son los causantes de la bioactividad observada.

Palabras o Frases Claves: bioactividad, esponjas marinas, productos naturales.



INTRODUCCION

La quimica de los productos naturales se basa en el estudio de los metabolitos
secundarios, que son una manifestacion de la individualidad del organismo que los
contiene, es decir, su distribucion es relativamente restringida en la naturaleza que, en

algunos casos, se limita a especies o subespecies Unicas (1,2).

Es posible que algunos de estos metabolitos no sean esenciales para el
organismo que los produce, pero en general deben tener algun significado bioldgico
ya que son biosintetizados y biodegradados, por lo que se presume que deben poseer
alguna funcién, probablemente, especifica. Se ha propuesto que estos compuestos
estan relacionados con la interaccion con otros organismos (funcion ecoldgica, no
fisiologica), como metabolitos de defensa frente al ataque de depredadores, o que son

la respuesta a condiciones ambientales de estrés (1,3).

Es por esto que muchos autores han considerado a la naturaleza como una
fuente inagotable de compuestos activos que, desde un punto de vista farmacolégico,
se vienen utilizando con gran efectividad para combatir numerosas enfermedades. La
busqueda de nuevos medicamentos con estructuras  novedosas, para fines
terapéuticos, se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios. La
existencia de enfermedades para las cuales no existen medicamentos efectivos, la
resistencia de los agentes patdégenos y los avances instrumentales, han propiciado la
identificacion de un nimero cada vez mayor de compuestos bioactivos (4). Estos, se
definen como aquellos compuestos que causan efectos sobre los organismos vivos,
entre los cuales se incluyen sustancias con valor terapéutico, como antibidticos,
antitumorales, antivirales, entre otros; asi mismo incluyen sustancias citotoxicas,

insecticidas, sustancias repelentes y atrayentes (5).



Tradicionalmente, las plantas y microorganismos de origen terrestre (desde el
descubrimiento de las penicilinas), fueron las primeras fuentes en las que el ser
humano dispuso de nuevos medicamentos para cura de enfermedades, y desde hace
unas décadas los productos naturales de origen marino han tomado mucha
importancia; especificamente, a partir del afio 1973 cuando se publicd la obra
“Quimica de los productos naturales marinos”, la cual uni¢ firmemente la Quimica
Organica formal con las Ciencias Marinas. Su contenido revel6 la riqueza de la biota
marina y empezd a mostrar su enorme potencial como fuente de compuestos
quimicos de estructuras desconocidas hasta ese momento. De esta manera, el mar
empez6 a convertirse exitosamente en la nueva fuente de productos naturales con

novedosas funcionalizaciones y bioactividades (2,6).

En ningln lugar de la tierra existe una biodiversidad biologica tan grande como
en los océanos. Los organismos que en ellos viven constituyen cerca del 2% de la
materia orgédnica presente en los mares. Hoy en dia existe una gran biblioteca de
productos de origen marino que se estan investigando clinicamente y la mayoria de

ellos son procedentes del tropico (7).

Hasta la fecha, los investigadores han aislado mds de 70 000 productos
naturales marinos, de los cuales un 25% corresponden a las algas, 18% a los
celenterados, 24% provenientes de tunicados, moluscos, equinodermos y briozoos. En

este marcador, las esponjas llevan la delantera con 33% (8).

Es probable que la quimica defensiva desarrollada por muchos organismos
primitivos, puede ser remplazada en organismos mas avanzados, por defensas fisicas
o por la habilidad o destreza de desplazarse (correr, nadar en direccidon contraria y
refugiarse). Los organismos sésiles e invertebrados de cuerpo blando que carecen de
defensas fisicas son los primeros candidatos a tomar en consideracion en la busqueda

de metabolitos bioactivos (9).



Los poriferos o esponjas son los organismos pluricelulares vivientes mas
antiguos, teniendo su aparicion 550 millones de afios atras en el periodo Precambrico
de la era Paleozoica. Son considerados animales primitivos, que habitan tanto en agua
dulce como marina, obteniendo su alimento a partir de la filtracion, atrapando

particulas organicas y fitoplancton que se encuentran suspendidos en el agua (9,10).

Existen tres clases de esponjas, Demospongiae, Calcarea y Hexactinellida, de
las cuales las Demospongiae son las mas abundantes, de mayor tamafio, de colores
mas intensos y habitan en agua poco profundas; mientras que las Calcarea (aguas
someras) y las Hexactinellida (aguas profundas) son pequefas y de colores claros
(11). Al carecer de proteccidon mecanica estos organismos sésiles y de cuerpo blando

desarrollan estrategias quimicas para sobrevivir (10).

Hasta la fecha, las esponjas se encuentran entre las mejores fuentes de nuevos
compuestos con la mayor ocurrencia de potencial de los productos farmacéuticos;
estos invertebrados producen moléculas con una variedad de actividades, por
ejemplo, antibacteriana,  anticoagulante,  antimicodticas,  antiinflamatorias,

antipaludicas, entre otros (12).

Actualmente, varios compuestos naturales de las esponjas han superado la fase
preclinica. Sin embargo, la naturaleza hace dificil la sintesis de la mayoria de los
sintetizados andlogos de los compuestos naturales sometidos a pruebas clinicas. De
hecho, ningun farmaco directamente de origen marino se ha hecho para el sector

comercial todavia (12).

La busqueda de metabolitos bioactivos de esponja beneficia no solo las ciencias
farmacéuticas y la industria; taxonomistas de esponja y sistematicos, también se
benefician a partir de datos del nuevo compuesto para el descubrimiento de nuevos

géneros y especies de esponjas (12).



Los distintos productos naturales, también pueden ser empleados como
caracteres filogenéticos para ayudar a resolver numerosos problemas de clasificacion
de esponja. Las dificultades que se presentan en la taxonomia de esponjas, son
debido a sus caracteristicas primitivas resultando en la falta de claros marcadores
morfologicos, necesarios para una reconstruccion filogenética robusta. Los
metabolitos secundarios han sido sugeridos como una alternativa a los caracteres
morfoldgicos, ya que aumentan en niimero afio a aflo y la complejidad estructural de
las moléculas promete una gran fuente de nuevas especies. La presencia (o ausencia)
en particular de compuestos o familia de los compuestos entre los taxones de
diferentes esponjas, puede indicar una mayor relacion filogenética. Los productos
naturales han sido también discutidos con vistas a una solucién o para elevar el nivel

inferior de identificacion taxonomica (12).

Las esponjas son la mayor fuente de esteroles con estructuras inusuales en el
ambiente marino, lo que puede comprobarse con los 250 esteroles polares
descubiertos hasta el afio 2002; adicionalmente se identificaron 80 esteroles en
esponjas, entre los afos 2003 y 2008. Los esteroles “inusuales” difieren
estructuralmente de los esteroles “comunes” (que tienen niicleos 3p-hidroxi-A’o A’-
colestano y cadenas laterales Cs-Cip), por presentar una o ambas de las siguientes
caracteristicas: cadenas laterales con tamanos entre Cy y Cj» que han perdido o
ganado atomos de carbono en posiciones diferentes a C,4, y nucleos y/o cadenas

laterales con oxigenacion multiple (13).

Las esponjas marinas se caracterizan por su gran plasticidad morfoldgica y, por
lo tanto, resulta complicada la diferenciacion entre ciertas especies, géneros ¢ incluso
familias. Para resolver este problema, se han realizado estudios quimiotaxondémicos
en esponjas basados en la composicion de sus esteroles totales, tanto “comunes”

» » : : : L,
como “inusuales”. La importancia de los esteroles de esponjas no radica inicamente

en el campo de la taxonomia, también existen informes que demuestran la utilidad de



estos compuestos como agentes antimicéticos, citotoxicos, anticolonizadores y

anticancerigenos (13).

Dentro de algunos reportes de esteroles en esponjas marinas esta el colestan-3[3-
ol (Figura 1) identificado por EM y RMN, el cual fue aislado de Aaptos sp

recolectada en la Isla de Perfentian, Malasia (14).
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Figura 1. Estructura del colestan-33-ol.

En la esponja marina Suberites aurantiaca, recolectada en la Bahia de Cispata,
Colombia, se identificaron catorce compuestos esteroidales mediante EM; los cuales
presentaron como niicleo esteroidal mayoritario A°, dentro de los que se encuentran
el 24e-27-nor-24-metil-5a-colestan-3f3-ol, 24e-24-metil-Sa-colestan-3p-ol, 23g-24e-
23,24-dimetil-5a-colestan-3B-ol, 24¢-24-etil-Sa-colestan-3p3, entre otros (Figura 2) (
15).



(b)
HO!

d)
( (©)

[V AAVaVal

R
R M
(a) valnr
JV?J’V"
\f\/l\/\}‘

Figura 2. Estructuras del (a) 24e-27-nor-24-metil-5a-colestan-33-ol, (b) 24e-24-metil-
Sa-colestan-3B-ol, (c) 23e-24¢-23,24-dimetil-5a-colestan-33-o0l y (d) 24e- -24-etil-5a-
colestan-3[3-ol.

Muchos investigadores se han enfocado en el aislamiento de compuestos

esteroidales polihidroxilados, como los ocho nuevos esteroles (Figura 3) aislados de

la esponja Dysidea etheria, recolectada en las Bermudas (16).

Ac Ac

Figura 3. Estructuras de algunos esteroles polihidroxilados aislados de Dysidea
etheria.



Cabe destacar, que el primer invertebrado marino al cual se le confirmo la
produccion de metabolitos secundarios como defensa quimica, fue la esponja
Aplysina aerophoba, realizandose un estudio de la relacion entre la perturbacion de
la esponja con el desarrollo de su actividad bioldgica. Descubriéndose una rapida
interconvercion enzimatica de los alcaloides de isoxazolinas a toxinas potentes, como
la areoplinina y la dienona (Figura 4), produciéndose éstas sobre las heridas del tejido
blando de la esponja, induciendo una pronunciada disminucion del interés sobre la
esponja, de organismos del medio donde ésta se desarrolla, como peces, bacterias,

moluscos y crustaceos (17).
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Figura 4. Bioconversion de los alcaloides isoxazolina, arephobina-2 (a),
aplisinamicina-1 (b) e isofistularina-3 (c), a aeroplisinina-1 (d), y la dienona (e), de la
esponja Aplysina aerophoba.



En la actualidad, se ha reportado un significativo nimero de nuevos compuestos
organicos provenientes de esponjas marinas colectados en muchas regiones del

mundo.

En tal sentido, se puede mencionar el aislamiento e identificacion a partir de
Aplysina lacunosa, colectada en las costas de Puerto Rico, de un alcaloide tipo
bromotirosina 11-oxoaerotionina, el cual exhibe citotoxicidad in vitro contra lineas
celulares de cancer de colon humano (HCT 116) con un rango limitado de
concentracion de 0,01-0,1 pg/ml, su estructura (Figura 5) fue elucidada usando
experimentos de RMN bidimensional de alta resolucion (18). Igualmente, se ha
reportado una actividad antibacteriana fuerte de los extractos acuosos de esta esponja,
colectada en el Morro de Tigiiitigiie, Santa Fe, estado Sucre, Venezuela, inhibiendo el
crecimiento de Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli y Salmonella

enteritidis (19).

Estudios mas recientes de esponjas del género Aplysina, basados sobre un
acercamiento quimiotaxondmico han demostrado que este orden Verongida produce
una diversidad de alcaloides bromados como fue el estudio realizado a la esponja

Aplysina fulva colectada en las costas de Brasil (20).

OMe MeO

Figura 5. Estructura de la 11-oxoaerotionina.



De la esponja Cliona varians, se ha reportado el aislamiento de lectinas CLv
con una considerable actividad proinflamatoria, usando el modelo in vivo de
migracion de leucocitos, para el estudio inflamatorio de peritonitis en ratones (21). En
un estudio de caracterizacion de acidos grasos para esta esponja, se han logrado
identificar 17 &cidos grasos con cadenas hidrocarbonadas de C;, a Cyg, que incluyen
cadenas lineales saturadas, cadenas ramificadas saturadas, cadenas insaturadas y

monohidroxiesteroles (22).

Por otro lado, han sido aislados dos alcaloides (Figura 6);
bisdesmetilaaptamina, el cual es un precursor de la biosintesis propuesta de las
aaptaminas, y bisdesmetilaaptamina-9-O-sulfato, a partir de la esponja Aaptos sp.
colectada en las costas de Indonesia. Siendo éste el primer reporte de una aaptamina

sulfatada (23).

De otra esponja del mismo género, Aaptos aaptos, fueron identificados dos
nuevos alcaloides: 3-(feniletilamino)metoxiaaptamina y 3-

(isopentilamino)metoxiaaptamina (Figura 7), presentando éstos una fuerte actividad

citotoxica (24).
OH OH
HO HOS0,0
HN HN
AN
\ \N \ N
(a) (b)
Figura 6. Estructuras de la (a) bisdesmetilaaptamina y (b) bisdesmetilaaptamina-9-O-
sulfato.
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De la esponja Cinachyrella sp. colectada en Okinawan, se aislo el alcaloide
cinachyramino (Figura 8), con actividad citotoxica contra células de HeLa S; con un
CLso de 6,8 pg/ml, cuya estructura fue determinada por andlisis espectroscopicos
(RMN) y espectrométrico (EM) (25). En este sentido, también se ha reportado una
gran variedad fosfolipidos presentes en la esponja Cinachyrella kuekenthali (26). El
compuesto activo mas relevante aislado del género Cinachyrella, ha sido el
cinachyrolido A, un macrélido altamente citotoxico contra células de leucemia
murina L1210 con una Clsy <0,6 ng/ml. Especificamente de Cinachyrella
kuekenthali, se ha reportado el aislamiento y caracterizacion estructural del

aminoacido no natural, 2-N-acetilglucosamina-o-O-threonina (27) (Figura 9)

OCH; OCH,4
o) o)
I\i XX I\i XX
F N/ F N/
NH NH
(a) (b)

Figura 7. Estructuras de la (a) 3-(feniletilamino)metoxiaaptamina y (b) 3-
(isopentilamino)metoxiaaptamina.
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Figura 8. Estructura del cinachyramino.

Ademas, un alcaloide piridimico citotdxico, pyrinodemina A (Figura 10) unico
en su clase fue aislado de la esponja Amphimedon sp. (28). En el extracto butanolico
de la esponja Amphimedon viridis, se encontrdé una potente actividad hemolitica y
antimicotica, lograndose aislar una halitoxina compleja (Figura 11) con propiedades
neurotdxicas; el extracto metandlico se caracterizd por tener una potente actividad
antibacteriana (29).

OH
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Figura 9. Estructura de la 2-N-acetilglucosamina-a-O-threonina.
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Figura 10. Estructura de la pyrinodemina A.
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Figura 11. Estructura de la halitoxina.

Los productos naturales son una alternativa en la busqueda de sustancias con
estructuras novedosas con gran potencial biomédico, por lo que esta area de
investigacion estd desarrollandose cada vez mas con el fin de encontrar y descubrir
nuevas sustancias, estructuralmente unicas, como fuentes importantes de
tratamientos terapéuticos capaces de subsanar las dolencias que aqueja a gran parte
de la humanidad, sobre todo por la reaparicion de nuevas enfermedades hasta
ahora dificiles de exterminar, aiin con tratamiento profilactico y de sostén. Dado
que en Venezuela las investigaciones en productos naturales marinos en
invertebrados son escasas, es importante continuar la exploracidon e investigacion,
que lleve ademas a un censo del potencial de biodiversidad quimica del pais dada las

riquezas marinas que se tienen a lo largo de las costas venezolanas.

Por todo lo antes expuesto, se consideré de interés desarrollar el presente
estudio, y ademds, dado que estd demostrado que la actividad bioldgica y
composicion quimica de los organismos varia segun el habitat, corrientes marinas,

disponibilidad de alimentos, entre otros. Por lo cual, se evalud la presencia de los
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metabolitos secundarios y su posible bioactividad en las esponjas Aplysina lacunosa,
Aplysina fulva, Cliona varians, Cinachyrella kuekenthali, Amphimedon viridis y
Aaptos pernucleata provenientes de Isla Larga y Mangle Quemao, Bahia de
Mochima, estado Sucre, para asi tener un conocimiento mas profundo de la quimica
de estas esponjas que se encuentran en costas sucrenses y del potencial que puedan

tener sus constituyentes en el campo de la biomedicina.
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METODOLOGIA

a. Recoleccion de las muestras

Se colectaron ejemplares de las esponjas marinas Aplysina lacunosa, Aplysina
fulva, Cliona varians, Cinachyrella kuekenthali, Amphimedon viridis y Aaptos
pernucleata en dos localidades de la Bahia de Mochima, Isla Larga (10° 21° 05’
Lat. Ny 64° 21’ 05”” Long. W) y Mangle Quemao (10° 22* 28>’ Lat. N y 64° 20’
53*> Long. W), ubicadas en la costa norte de Venezuela, a unos 30 km de la ciudad
de Cumand, estado Sucre, y la identificacion se realizdé en el Laboratorio de

Bioactivos Marinos del Departamento de Biologia Marina del  Instituto

Oceanografico de Venezuela.

Aaptos pernucleata Amphimedon viridis Aplysina lacunosa

Figura 12. Esponjas colectadas en la Bahia de Mochima.
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b. Obtencion de los extractos de las esponjas

Las esponjas frescas se cortaron en trozos pequefos para eliminar la fauna
endobiotica visible que podia habitar en estos organismos, se dejaron suspendidas en
agua de mar bifiltrada cambiando el agua en intervalos de una hora en dos ocasiones,
luego las mismas se dejaron escurrir durante un tiempo prudencial para eliminar la
mayor cantidad de agua. Se colocaron en un envase con metanol durante 48 horas, se
filtraron y el residuo se reextrajo sucesivamente. Los filtrados combinados fueron
evaporados y concentrados a presion reducida para la obtencion del extracto
metanol/agua. Posteriormente, este extracto se particiond con agua y se extrajo con
acetato de etilo; la fase organica se separ6 y fue secada con sulfato de sodio anhidro y
concentrada a presion reducida, obteniéndose la fraccion soluble en acetato de etilo

(FAE).

Trocear
Esponja oL — Exirazto Metandlico
Digestar con MeOH

Rotaevaporar

[=1
0
Particién con HO U

&= ?
- . Extraer con AcCEt
| b Rotaevaporar |Fu= Orgénica I <—m \ —— |rmmom,o|

=]
n]

Pruebas Quimicas y Bioldgicas

Fase Acuora

Figura 13. Representacion esquematica de la obtencion del extracto hidroalcohoélico y
las fracciones solubles en acetato de etilo para cada una de las especies.
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¢. Pruebas quimicas preliminares

La determinacioén de las diferentes familias quimicas se realizod siguiendo la

metodologia (6,30) descrita a continuacion:

c.1 Alcaloides

La muestra se traté con HCI (10%) y fue extraida con cloroformo. La fase
acuosa se alcaliniz6 con NH4OH (10%) y fue particionada nuevamente con
cloroformo, las tres fases se analizaron con el reactivo de Dragendorff, lo que
permiti6 detectar la presencia de alcaloides débilmente bésicos, basicos y sales
cuaternarias de amonio en las fases obtenidas, considerandose positiva si la solucion

se torna rojo intenso.

c.2 Saponinas
Una parte de la muestra se disolvio en agua destilada, luego se agitod
vigorosamente durante unos minutos. La formacién de una espuma estable por 30

minutos, es indicativo de la presencia de saponinas.

c.3 Glicosidos cardiotonicos

A una porcidn del extracto crudo se le agregd una gotas de una mezcla recién
preparada de acido 3,5-dinitrobenzoico (2%) e KOH (0,5 mol/l), la aparicion de

coloraciones azules o violetas es indicativo la presencia de estos compuestos.

c.4 Glicosidos cianogénicos
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Se colocd una porcion de la muestra en un tubo de ensayo, se le afiadidé unas
gotas de cloroformo, se tap6 el tubo con papel de filtro impregnado de una solucion
al 1% de acido picrico en carbonato de sodio al 10% y se calentd a 50°C. Se
considera positivo la presencia de estos compuestos si hay una coloracién roja sobre

el papel de filtro.

c.5 Esteroles insaturados vy triterpenos pentaciclicos

Una porcion de la muestra se hidrolizé con HCl (10%), el hidrolizado se
concentrd y se extrajo con cloroformo. A la fase organica se le agregd unas gotas del
reactivo de Liebermann-Biirchard. La aparicion de una coloracién verde a los tres
minutos de la reaccion indica la presencia de esteroles insaturados por el contrario la
formacion de una coloracion roja o naranjada indica la existencia de triterpenos

pentaciclicos.

¢.6 Taninos v polifenoles

Una parte del extracto total fue evaporado a sequedad, retomado en agua y filtrado
para ser agregadas unas gotas de cloruro de hierro (III). Los compuestos fendlicos se
detectan por la coloracion parda que producen en presencia de una solucioén de cloruro
de hierro (IIT). Por otra parte, fue tratado el crudo con una solucion al 1% de gelatina

en NaCl al 1%, si se produce una precipitacion, indica la presencia de taninos.

¢.7 Antraquinonas

Una parte del extracto fue llevado a sequedad, se extrajo con KOH (0,5 mol/l), se
filtro, se acidifico con acido acético y se agitd con benceno. Si la capa organica toma una

coloracion roja al alcalinizarla con hidroxido de amonio, hay antraquinonas presentes.
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c.8 Metilencetonas

Una parte del extracto crudo se disolvi6 en agua destilada, fue filtrado y tratado
con el reactivo de Baljet, la produccion de una coloracion roja indica de la presencia
de metilencetonas.

d. Evaluacion de la bioactividad

A continuacidn se describe brevemente la metodologia usada en los bioensayos:

d.1 Actividad antibacteriana

Para este bioensayo, se realizd la técnica de difusion en agar, llamada
antibiograma, la cual consistié en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman
N° 3 de 5 mm de didmetro con 10 pl de una solucién de 40 mg/ml del extracto o
fraccion a probar y colocarlos en una placa contentiva de agar Miiller-Hinton,
previamente inoculada con una suspension bacteriana de concentraciéon conocida (10
células/ml). Posteriormente, se preincubaron a 5°C por 12 h, y seguidamente se
incubaron a 37°C por 24 h. La accion antibacteriana se midi6 tomando el diametro (mm)
del crecimiento bacteriano alrededor del disco (31). Para la interpretacion de los
resultados respecto a la actividad antimicrobiana de las fracciones, se utilizd la
metodologia de cruces, donde se establece las categorias interpretativas para los
diametros de la zona de inhibicion (32).

Tabla 1. Cepas bacterianas pertencientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC).

Bacterias Origen Coloracion de Gram
Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
Listeria monocytogenes ATCC 16245 +
Escherichia coli ATCC 11126 -
Salmonella sp. ATCC 14028 -
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Extracte o fraccidn
Solucién (40 mg-ml-)

Agar Mueller - Hinton

Suspensidén bacteriana
(108 célulasfml)

Dosificacién delos discos

- =o | Preincubar e incubar R

Figura 14. Representacion esquematica del ensayo antibacteriano.

d.2 Actividad antifingica

Este método consistié en incubar cepas de hongos en tubos, a temperatura ambiente
por una semana. Transcurrido este tiempo, se le agregaron aproximadamente 10 ml de
agua destilada estéril a cada tubo para remover las esporas y se filtraron sobre gasas
estériles, para obtener la solucion esporangial. Utilizando hisopos estériles, se coloco
la solucién obtenida sobre las capsulas de Petri, previamente preparadas con el agar
papa dextrosa (PDA). Seguidamente, se realiz6 la técnica del antibiograma, colocando
los discos de papel Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro impregnados previamente
con aproximadamente 10 pl de la muestra de concentracion 40mg/ml y se incubaron por
48 horas a temperatura ambiente. La actividad antimicotica se detectd al medir el

didmetro (mm) del halo de inhibicion que se observaron alrededor del disco (33).

20



Tabla 2. Cepas de hongos pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC).

Hongos Origen Clasificacion

Candida albicans ATCC 10231 Patogeno
Aspergillus niger ATCC 11432 Fitopatogeno
Penicillium crustobum ATCC 23542 Fitopatogeno
Curbularia sp. ATCC 3426 Fitopatogeno

. Replicar | Tncubar Cadalbo 10ml
Copm dehongs PDA ] 1 smana =='="-"—| asﬁni!i:o
':“ Agitar y Eiltrar
Se colocan disces Sembrar solucidn esporangial b
@ Placas/ Agawr PDA —_———————— o

Figura 15. Representacion esquematica del ensayo antifiingico.

d.3 Actividad letal en Artemia salina

La actividad letal contra larvas del crustaceo A. salina, del extracto crudo,
fracciones y/o metabolitos separados de las esponjas fue evaluada mediante la
realizacion de un bioensayo, en el cual se prepard una solucion de 10 000 pg/ml del
extracto o fraccion a probar , en una mezcla HO/DMSO segun la solubilidad de
éstos y, a partir de ésta, se prepararon soluciones de 1 000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01
png/ml, mediante diluciones sucesivas con agua de mar bifiltrada en viales que
contenian entre 10 y 15 nauplios de A. salina eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron cuatro réplicas y un control con

igual niimero de réplicas. La cuantificacion de la mortalidad de los nauplios se llevo a
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cabo pasadas las 24 y 48 horas analizadas, usando diversos métodos estadisticos

disefiados para determinar la concentracion letal media (CLso) (34,35).
e. Fraccionamiento cromatografico de los extractos

La separacion y aislamiento de los metabolitos secundarios, solubles en
acetato de etilo, provenientes de las esponjas marinas mas bioactivas se realizo
mediante el fraccionamiento de las fracciones y subfracciones obtenidas, usando las

siguientes técnicas cromatograficas:

e.l Cromatografia de columna (CC)

Para cada una de las esponjas fraccionadas, la separacion de los componentes o
metabolitos se realizé en una columna cromatografica de dimensiones acorde con la
masa del extracto o fraccion, la cual fue empaquetada con silica gel 35-70 mesh,
como fase estacionaria, a una proporcion 1:30 (g extracto: g silica), y diversos

solventes o mezclas de solventes de polaridad creciente, como fase movil.

e.2 Cromatografia de capa fina (CCF) v capa fina preparativa (CCFP)

La técnica de CCFP fue empleada con fines cualitativos, para la combinacion
de las fracciones provenientes de la cromatografia en columna (CC). Para ello, se
utilizaron placas de vidrio (20x20 cm?) recubiertas con silica gel 10-40 pm con un
espesor de 0,5 mm como fase estacionaria, y como fase movil, el solvente o mezcla
de solventes con el cual se eluyeron las subfracciones al momento de fluirle extracto
de la columna cromatografica. Luego tomaron los R de las subfracciones utilizandose
como una solucioén de molibdato de amonio al 10% en 4cido sulfirico o luz ultravioleta
de onda corta como agentes reveladores, y aquellas que mostraron un comportamiento

similar, segun sus Ry, se combinaron en una sola subfraccion.
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La CCFP se utilizo para aislar y purificar los compuestos provenientes de las
subfracciones obtenidas. Esta técnica es semejante a la CCF, con la diferencia de
que el espesor de la silica gel en la placa, fue de 1 mm. Para ello la fraccién o
subfraccion, se disolvid en 2 ml de un solvente adecuado y se colocd de manera
uniforme, con una pipeta Pasteur, en el origen; se procedid al desarrollo de la
cromatografia, empleando como fase movil el solvente o mezcla de solventes que
proporciond mayor separacion en la CCF. Posteriormente, se observaron en un cimara
con luz UV y se procedi6 a tomar lo Ry de los componentes, para luego desprender la
silica de las placas y de esta forma aislar la zona correspondiente al compuesto en
cuestion. Seguidamente, la silica se coloco en un beaker y se le agregd metanol, para
asegurar la extraccion total del componente de la silica gel, procediendo a filtrar la

solucion y evaporando el solvente para obtener asi el componente.

f. Caracterizacion estructural

Para la elucidacion de las estructuras moleculares de los componentes aislados,

se utilizaron técnicas espectroscopicas y espectrométricas, tales como:

f.1 Infrarrojo (IR)

El analisis de este tipo de espectro, ofrece informacién sobre los grupos
funcionales presentes en la estructura de los compuestos aislados. Esto es gracias de
los estados vibracionales y rotacionales de los enlaces presentes en una molécula,
tomando en cuenta el cambio del momento dipolar de los enlaces y la diferencia de
las masas de los atomos que forman este sistema, lo cual permite observar absorcion
por parte de las moléculas en la region del infrarrojo (4 000-200 cm™) y por ende la
obtencion de las bandas que se observan en los espectros IR. Basandose en esto, se
colocaron los compuestos aislados en pastillas de KBr o disueltos en CHCI3, en

placas de KCl, y se analizaron en un espectrofotémetro de FTIR 16 PC marca Perkin
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Elmer, con 24 barridos a resolucién de 2 cm™. Estos espectros se realizaron en el

Instituto Universitario de Tecnologia-Cumana (IUTC).

f.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN es uno de los métodos mas utilizados en el area de los
productos naturales, cuyos espectros ofrecen evidencias bastante explicitas sobre
las posiciones, entornos quimicos y caracteristicas de los ntcleos que conforman
una molécula dada, de manera que, permite obtener informacién mas acertada de la
estructura del compuesto en estudio. Este hecho la convierte en una de las técnicas
mas poderosas para la determinacion de estructuras moleculares, teniendo como
fundamento del estudio de las propiedades magnéticas de los nucleos atdmicos

especificos de las moléculas.

Los anélisis de las subfracciones y compuestos obtenidos se realizaron en dos
equipos de RMN, uno marca Jeol de 400 MHz y otro modelo Bruker de 400 MHz, de
la Universidad Simoén Bolivar (USB) y el Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC), respectivamente. Las muestras fueron disueltas en solventes
deuterados (CDCl3 y CD;0D), segtn la solubilidad de las muestras, y se colocaron en
un tubo de resonancia, para luego ser introducidas en el equipo de RMN,
obteniéndose los espectros RMN de 'H y "°C. Los desplazamientos quimicos (8)
obtenidos en los espectros, se reportaron en ppm en relacion a un estandar interno de

tetrametilsilano (TMS).

Se empled el experimento de RMN: Distortionless Enhancement Through
Polarization Transfer (DEPT), ya que los espectros DEPT-135 son muy utiles para
asignar sefales de CHs, CH,, CH. En el caso del DEPT-135 los picos del CH y CHj3
son observados hacia arriba y los del CH, invertidos. Adicionalmente se realizaron

experimentos bidimensionales de RMN, como los que se describen a continuacion:
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Del espectro RMN-HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) se
obtienen las conectividades directas entre carbonos e hidrogenos, asi del espectro de

la figura 16 se obtendrian sefiales para la interrelacion entre C,-H,, Cyp-Hyp, Cc.H. y Cy-

D D DD

Ca (‘:b (‘:c Cd

Figura 16. Conectividades directas entre C-H, de las cuales se obtendrian sefales en
el espectro HMQC.

Hg, respectivamente.

Del espectro RMN-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity) se
obtienen las conectividades entre carbonos e hidrogenos distanciados por n- enlaces,
donde n= 2 6 3. Del espectro de la figura 17.a, se obtendrian sefiales para las
conectividades a dos enlaces entre C,-Hyp, Cp-Ha, Co-He, Ce-Hp, Co.Hy y Cy-He, entre

otras. Del espectro de la figura 17.b, se obtendrian senales para las conectividades a

/\

tres enlaces entre C,-H,, y Cy-Hy, entre otras.

C Cd
N NN \/
(a)

Figura 17. Conectividades indirectas entre C-H, de las cuales se obtendrian sefiales en
el espectro HMBC (n=2 y n=3).

f.3 Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (CG-EM)
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Generalmente, la cromatografia de gases es ampliamente usada en
combinacioén con la espectrometria de masas, siendo este el método mas simple
para la separacion e identificacion de compuestos organicos que se encuentran en
mezclas complejas. La fragmentacion de la molécula, da la ventaja para la
ubicacion de ciertos grupos funcionales en entornos quimicos especificos de la
misma. Siendo, la destruccién de la muestra, la Gnica desventaja apreciable para
esta técnica. La masa total de cada fragmento, es observado en el espectro de masas
como un pico, por ende, el analisis consiste en primer lugar, en relacionar los picos
principales y en interpretarlos simultaneamente; teniendo en cuenta que el espectro
exhibira un pico menos abundante correspondiente al idn molecular del compuesto,
el cual da informacién sobre la masa molar del mismo. La manera de obtener
finalmente la elucidacion estructural del compuesto, es la comparacion con el
espectro de un compuesto conocido a través de bases de datos que ayudan a la

confirmacion y el patron de fragmentacion.

Para el analisis de algunas de las muestras se us6 un cromatografo de gases
marca Varian modelo Saturn 2000, con una fuente de ionizacion por impacto
electronico y un detector de trampa de iones del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC). Las muestras se inyectaron en una columna CP-
SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25 D.I. y helio como gas de arrastre, a una rapidez de
Iml por minuto. La temperatura del inyector fue de 280°C, la temperatura inicial
del horno fue de 100°C con una rapidez de calentamiento de 5°C por minuto, hasta
llegar a la temperatura final de 295°C. Posteriormente, la identificacion de los
compuestos se realizo por la comparacion computarizada con las librerias WILEY
y NIST. Las muestras analizadas en la Universidad Simon Bolivar (USB), se
inyectaron en un cromatdgrafo de gases marca Hewlett-Packard (HP) modelo 5890,
serie II, con fuente de ionizacion por impacto electronico (IE) de 70 eV, equipado
con una columna de 25 m x 0,18 D.I x 0,18 mm de espesor. La temperatura inicial

(Ti) del horno fue de 70°C con una rampa de 10°C por minuto hasta llegar a 300 °C
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(Tf). El cromatografo de gases estd acoplado con un espectrometro de masas marca
Hewlett-Packard (HP) modelo 5971 A. La identificacién de los componentes se

realiz6 por comparacion computarizada con librerias Wiley 138 L'y 275 L.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seis esponjas de la Bahia de Mochima fueron analizadas, realizandose un
estudio de la bioactividad, de la fraccion soluble en acetato de etilo (FAE), mediante
la actividad antibacteriana, antifungica y letalidad en Artemia salina; procediéndose a
la identificacion y caracterizacion de los metabolitos de las especies que resultaron

mas bioactivas, cuyos resultados se presentan a continuacion:

a. Obtencion de las fracciones solubles en acetato de etilo

Los resultados obtenidos de las FAE se pueden apreciar en la tabla 3, donde se
observan los porcentajes de rendimientos de extraccion con respecto a los
especimenes huimedos y secos, pudiéndose notar que las especies del género
Aplysina, presentaron los rendimientos de extraccion mas altos en los dos casos
(himedos y secos) y la esponja C. varians mostro el rendimiento mas bajo con

respecto a las demads esponjas.

Tabla 3. Porcentajes de rendimientos humedos y secos de las fracciones solubles en
acetato de etilo (FAE) de las esponjas marinas colectadas en la Bahia de Mochima.

Esponja Mu(g) Ms(g) Mrae(g) Ru(%) Rs (%)
C. kuenkenthali 245,8 41,0 1,1625 0,47 2,84
C. varians 728,1 121,5 0,6694 0,09 0,55
A. pernucleata 505,3 93,2 1,8121 0,36 1,94
A. viridis 179,1 23,9 0,9768 0,54 4,09
A. fulva 357,5 34,5 2,5629 0,72 7,42
A. lacunosa 551,6 92,1 3,8641 0,70 4,19

My: masa de la esponja himeda. ; Mg : masa de la esponjas seca.
MEgag: masa de la fraccion en acetato de etilo.

Ry: rendimiento con respecto a la masa humeda.

Rg: rendimiento con respecto a la masa seca.
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b. Pruebas quimicas preliminares

Las pruebas quimicas preliminares revelaron la posible presencia y ausencia de
familias de metabolitos secundarios, en las fracciones solubles de cada esponja, lo
que proporcioné una informacion importante, que ayudd a seleccionar los
tratamientos cromatograficos y estrategias de separacion madas eficientes, que
permitieron aislar algunos de los constituyentes quimicos de las esponjas estudiadas.

Los metabolitos detectados en las fracciones dieron positivos para una serie de
pruebas basadas en reacciones quimicas de clasificacion de grupos funcionales, tales
como: alcaloides (al ser tratado una porcion de la fracciéon con el reactivo de
Dragendorff se observo un coloracion naranja rojiza), taninos (al agregar unas gotas
de una solucién de gelatina al 1% en cloruro de sodio al 1% se formé un precipitado
blanco), metilencetona (al agregar unas gotas de una mezcla 1:1 de una solucion de
acido picrico al 1% y NaOH al 10% se formd una coloracion roja), esteroles y
triterpenos (al agregar unas gotas del reactivo de Liebermann-Burchard, se observé
una coloracion azul-verdosa y/o violeta, respectivamente).

Tabla 4. Analisis quimico preliminar de las fracciones solubles en acetato de etilo de
las especies estudiadas.

3 =
© S 3 =
Familias de metabolitos § § = N S § E
= < 9 £ S
U Y ~
~ < U
Alcaloides + + + + + + 100
Taninos + + + - - - 50
Metilencetonas + + + - - - 50
Esteroles insaturados + - + + + + 83,33
Triterpenos pentaciclicos - + + + - + 66,66
Antraquinonas - - - - - - 0
Polifenoles - - - - - - 0
Saponinas - - - - - 0
Glicosidos cianogénicos - - - - - - 0
Glicosidos cardiotonicos - - - - - - 0
%MPE 40 40 50 30 20 30

+ : Detectado - : No detectado
%EMEF: porcentaje de fracciones con metabolitos pertenecientes a la misma familia quimica.
%MPE: porcentajes de metabolitos presentes para cada extracto.

29



Las familias de metabolitos detectados pueden observarse en la tabla 4, donde
se puede apreciar que la mayor presencia de familias metabolitos secundarios la
mostrd A. fulva, con un porcentaje de 50%, y la esponja C. kuekentalli exhibi6 el
menor porcentaje con 20%. Ademads, se detectaron alcaloides en todas las especies
estudiadas, lo cual es consistente con los trabajos reportados en la literatura, donde se
han aislado una variedad de alcaloides tipo bromotirosina en esponjas del género
Aplysina, aaptaminas en el género Aaptos, cinachyramino en el género Cinachyrella,
halitoxina en A. viridis, y siendo la primera vez que se reporta la presencia general de
alcaloides en esponjas del género Cliona (18-29). La abundancia de alcaloides en
esponjas marinas puede deberse a las altas concentraciones de nitritos y nitratos
disueltos en los océanos, incorporandolos a su metabolismo mediante la filtracion del

agua de mar, a través del ciclo del nitrogeno.

Los esteroles y triterpenos mostraron una abundancia importante en las
esponjas estudiadas, lo cual estd en concordancia con muchos estudios donde han
sido reportados; coincidiendo que estos estan relacionados con la formaciéon de la
membrana plasmatica de las células de las esponjas, la cual estd constituida por
lipidos, donde los compuestos de origen terpenoidal tienen una significativa

participacion (36).

Las esponjas del género Aplysina presentaron taninos y metilencetonas, el cual
es el primer reporte de la deteccion de estos tipos de metabolitos en este género;
considerando que estas familias de metabolitos segtn la literatura consultada, se han
caracterizado por poseer actividades bioldgicas significativas como actividad
antitumoral, antimicrobiana, fototoxica, entre otras, es posible que estos metabolitos

estén asociados a algiin mecanismo de defensa (2).

Las pruebas para polifenoles, antraquinonas, saponinas, glicosidos cianogénicos

y glicosidos cardiotonicos resultaron negativas, pero esto no significa que estas
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esponjas no posean estas familias de compuestos quimicos, sino, puede darse el caso,
de que los mismos estén en concentraciones muy bajas en las fracciones solubles, por
lo cual no dan resultados positivos al ser tratados con los reactivos especificos para
cada familia quimica. También, los glicdsidos que pudieran estar presentes en estos
organismos, es logico que se encuentren en la fase acuosa originada durante la

particion con el acetato de etilo, la cual no fue estudiada.

En el mismo orden de ideas, es consecuente afirmar que las posibles saponinas
y polifenoles presentes en estas especies estarian en la fase acuosa, debido a estudios
que demuestran sus presencias en el extracto acuoso de la esponja Aplysina lacunosa,

el cual result6 positivo en saponinas (mostré efecto hemolitico) y polifenoles (19).
c. Pruebas de actividad biologica

Los bioensayos realizados fueron determinantes para la seleccion de las
especies a las cuales se les realizaron los fraccionamientos cromatograficos por las
técnicas cromatograficas convencionales, permitiendo llevar a cabo un estudio
biodirigido de los constituyentes quimicos de las especies bioactivas seleccionadas
para tal fin.

Entre las pruebas realizadas se encuentran las siguientes:

c.1 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana es uno de los bioensayos mas significativos en el
estudio farmacolégico, debido al continuo crecimiento de la resistencia de las
bacterias frente a los antibidticos comunes, lo cual ha resultado en un problema para
el tratamiento de enfermedades infecciosas. Es por esto, que los cientificos han

dirigido sus investigaciones hacia la busqueda de nuevos compuestos bioactivos.
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Como se observa en la tabla 5, la esponja que presentdé mayor actividad
antibacteriana en contra de las bacterias ensayadas fue 4. lacunosa, la cual mostrd
actividad bactericida contra el 75% de los microorganismos ensayados, seguida por

A. fulva'y Aaptos pernucleata conun 50% y 25%, respectivamente.

También es de interés mencionar que la FAE de la esponja A. lacunosa presentod
una actividad bactericida fuerte contra Listeria monocytogenes, y moderada contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli; es decir, mostro actividad frente bacterias
Gram (+) como Gram (-); este hecho puede ser atribuido a la presencia de mas de un
constituyente activo en esta esponja, entre los cuales se encontrarian, posiblemente,
los bromometabolitos con actividad antibacteriana significativa que han sido
reportados en esponjas de este género por otros autores. Ademas, se puede inferir que
la presencia de los taninos y metilencetonas, detectados solamente en estas esponjas,

pudiesen estar asociados a la actividad antibacteriana observada (37).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las fracciones solubles en acetato de etilo (FAE)
de las especies estudiadas.

3 ~

< S 3 E 2

s § % £ 3 § =
Microorganismos § § S = § 3 83

. = S < B : =
U < . =
< o

Bacterias :
Staphylococcus aureus - ++ - ++ - - 33,33
Listeria monocytogenes - +++ + - - - 33,33
Escherichia coli - ++ - + - - 33,33
Salmonella sp. - - - - - - 0
%MSE 0 75,00 25,00 50,00 O 0
+++: Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (diametro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %MSE: porcentaje de

microorganismos sensibles a cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo
microorganismo. Estudio realizado con una concentracion de 40 mg/ml.
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Un estudio del extracto acuoso de la esponja A. lacunosa, recolectada en el
Morro de Tigiiitigiie, Santa Fe, estado Sucre, mostr6 actividad contra Escherichia
coli, pero no inhibi6 el crecimiento de las cepas Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes (19). Sin embargo, en este estudio la FAE fue capaz de inhibir el
crecimiento de estas tres bacterias, por lo cual se puede decir, que los extractos
organicos de esta esponja poseen un rango mayor de actividad antibacteriana; esta
presuncion puede confirmarse debido a que un estudio del extracto cloroformico de
A. lacunosa, colectada en la bahia de Santa Marta (Colombia), present6 actividad

contra las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella sp (38).

Tomando en cuenta que el extracto cloroférmico de la esponja colectada en
Colombia, presentd actividad contra Salmonella sp y la FAE de 4. lacunosa de este
estudio no mostrd actividad contra esta cepa bacteriana, se puede afirmar que esto
pudiera deberse a un efecto antagénico producido por metabolitos mas polares
extraidos con AcOEt, el cual suprime el efecto del compuesto que produce la
inhibicion de esta bacteria; aseveracion hecha, debido a que al realizar el
fraccionamiento cromatografico de la FAE (Tabla 24), algunas de las subfracciones

obtenidas presentaron actividad antibacteriana contra este microorganismo.

Las FAE de las esponjas Amphimedon viridis y C. kuekentali, no presentaron
actividad contra ninguna de las bacterias ensayadas, pero existen reportes de
actividad antibacteriana de 4. viridis recolectada en la bahia de Cispata (Colombia) y
C. kuekentali recolectada en la Isla de Coche (Venezuela), las cuales presentaron
actividad contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El hecho de que las
esponjas en este estudio no mostraron bioctividad, puede deberse a la diferencia en
los sitios de recoleccion con relacion a las reportadas en la literatura. Estos habitats
estan sujetos a la disponibilidad de alimentos y los depredadores de cada ambiente
marino, debido a que se ha demostrado que estos factores pueden influir en la

produccion de varios tipos de metabolitos. Tomando en cuenta lo antes dicho,
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posiblemente estas esponjas en la Bahia de Mochima no tienen que enfrentarse con
algunos depredadores, a los cuales estan sometidas estas mismas especies en la Bahia
de Cispata y la Isla de Coche, por lo cual no tienen la necesidad de producir estos

compuestos que muestran tener actividad contras estas bacterias (39,40).

Muchos antibioticos son mas efectivos contra las bacterias Gram (+), debido a
que las células de las bacterias Gram (-) poseen una doble membrana celular que las
recubre, por lo cual dicha envoltura dificulta el paso de ciertas sustancias al interior
de las células, incluyendo los antibioticos. Sin embargo, los resultados de este estudio
mostraron que ambos grupos de bacterias resultaron ser inhibidas por la fraccion
soluble en acetato de etilo de 4. lacunosa y A. fulva, lo cual es consecuente con los
resultados reportados sobre el extracto acuoso de 4. aerophoba, el cual fue capaz de
inhibir tanto bacterias Gram (+) como Gram (-) (41,42).

Estos son resultados importantes, considerando que las cepas de S. aureus
poseen gran facilidad para mutar e incorporar genes de resistencia frente a los
antibiodticos tradicionales, potenciando a estas esponjas como una nueva fuente de
compuestos con actividad antibacteriana (43).

c.2 Actividad antifiingica

El estudio antimicotico tiene gran importancia, tanto en la farmacologia como
en la industria alimenticia, debido a la proliferacion de hongos, por el tiempo de
almacenamiento de los alimentos, y la resistencia que ofrecen éstos a los
antimicoticos, complicdindose asi el tratamiento de enfermedades infecciosas

producidas por las esporas de los hongos (41).

Como se observa en la tabla 6, las especies analizadas no presentaron actividad
antifungica frente a las cepas de hongos ensayadas, a excepcion de Aaptos pernucleta
donde solo el 25% de los hongos fueron sensibles a este extracto, mostrando una halo
de inhibicion leve frente a la cepa de Candida albicans. Posiblemente esta actividad

se deba a la presencia de triterpenos y alcaloides, debido a que es sabido segin
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referencias consultadas, que éstos son capaces de actuar sobre colonias de bacterias y
hongos hasta producir el fenecimiento de las mismas (44,45), lo cual permite decir

que esta especie posiblemente posee metabolitos con potencial antimicético.

Cabe resaltar la sensibilidad de C. albicans frente la FAE de A. pernucleata, ya
que para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por este hongo los
principales inconvenientes se deben a la escasez de antimicéticos. Esto obedece a la
tendencia toxica de los antimicoticos comerciales para los humanos, debido a la
similitud que conservan los hongos con las células eucariotas (43).

La FAE de la esponja C. kuekentali, no mostr6 actividad antifungica en contra
de ninguna de las cepas de hongos ensayadas, estando en concordancia con los
resultados expuestos en un estudio de los extractos orgdnicos de C. kuekentali
recolectada en Santa Marta (Colombia) (43); sin embargo, un estudio anterior a este,
sobre el extracto acuoso de C. kuekentali colectada en la Isla de Coche, mostrod
actividad contra Candida albicans y Penicillium crustobum, por lo cual se puede
decir que, posiblemente los extractos acuosos de las esponjas analizadas sean mas
prometedores para la actividad antimicotica (39).

Tabla 6. Actividad antifiingica de las fracciones solubles en acetato de etilo (FAE) de
las especies estudiadas.

“ S 3 =
Microorganismos § § < § F § 5 §
8 ~ § T = ~ 2
~ S U
Hongos :
Candida albicans - - + - - - 16,66
Aspergillus niger - - - - - - 0
Penicillium crustobum - - - - - - 0
Curbularia sp. - - - - - - 0
%MSE 0 0 2500 O 0 0

+++: Actividad fuerte (diametro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18 mm), +:
Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %MSE: porcentaje de microorganismos sensibles a

cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo microorganismo. Estudio realizado con una
concentracion de 40 mg/ml.
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En estudios previos, se ha propuesto que la actividad antimicotica de algunas
esponjas marinas, puede ser parte de un mecanismo quimico de defensa para evitar el
asentamiento de larvas y de otros organismos, con el fin de prevenir la epibiosis.
Estos organismos epibidticos podrian interferir y disminuir la eficiencia en el proceso
de filtraciéon de la esponja, evitando el desarrollo desde los primeros estadios

celulares (46, 47).

c.3 Actividad letal en Artemia salina

Dentro de los bioensayos de gran utilidad en el campo de los productos
naturales y ecotoxicologia, se encuentra el de toxicidad aguda o concentracion letal
media (CLsg) en Artemia salina, debido a que se determind que existe una correlacion
positiva entre la mortalidad de las larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a las
células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y 3PS (leucemia) por lo cual este
ensayo puede ser utilizado para detectar compuestos antitumorales y pesticidas

(2,48).

Tabla 7. Actividad letal (ug/ml) contra Artemia salina, de las fracciones solubles en
acetato de etilo de las esponjas.

Esponjas CLsp (24 h) CLs (48 h) M¢étodo
A. lacunosa 743,45 694,78 Probit
A. fulva 287,24 264,30 Binomial
C. varians 102,35 74,28 Binomial
C. kuekentali 52,37 4,10 Probit
A. viridis 24,56 1,13 Moving Average
A. pernucleata 1,54 <0,01 Binomial

En la tabla 7 se muestran las CLs, de las FAE de las esponjas analizadas, siendo
las esponjas del género Aplysina las que presentaron los mayores valores de CLs, por
lo que se puede decir que las fracciones de estas especies fueron las menos letales;

sin embargo, esto no quiere decir que estas esponjas no poseen metabolitos con
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posible actividad letal, sino que las larvas de 4. salina no respondieron al efecto de
los metabolitos secundarios detectados en estas especies. Los estudios estan en
conformidad por lo reportado en la literatura para la esponja Aplysina fistularis,
donde se obtuvo un CLsy de 816,57 pug/ml (49), permitiendo decir que las esponjas
de este género poseen un actividad citolitica baja. Existen otros bioensayos confiables

con los cuales se puede medir la letalidad, utilizandose otros tipos de crustaceos.

Sin embargo la letalidad de las demas esponjas fueron relevantes, en especial
las esponjas C. kuekentali, Amphimedon viridis y Aaptos pernucleata, las cuales
presentaron una CLsy de 4,10; 1,13 y menor a 0,01 pg/ml, respectivamente, lo cual
evidencia la presencia de compuestos con actividad citolitica en estas esponjas.
Posiblemente, este efecto letal se deba a los alcaloides reportados en C. kuekentali,
A. viridis y en el género Aaptos, con actividad citotoxica (19-29), pero también estas
esponjas presentaron esteroles y triterpenos, los cuales, pueden ser responsables en
parte del efecto observado; evidenciando la posible habilidad de estas especies para
producir la muerte de células cancerigenas en cultivos de tejidos y otros usos

farmacologicos (2,48).

La letalidad de la FAE de C. kuekentali es apreciable y coinciden con el
estudio de la letalidad del extracto acuoso de C. kuekentali colectada en la Isla de
Coche, el cual mostré un CLsy de 31, 74 pg/ml, evidenciandose que esta esponja es

capaz de producir metabolitos con potencial antitumoral (39).
La toxicidad observada en estas esponjas puede obedecer a mecanismos de

defensa que podria utilizar este organismo en contra de depredadores, asegurando asi

la preservacion de su especie.
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d. Fracionamiento cromatografico

Debido a que las esponjas A. lacunosa y A. pernucleata presentaron la mejor
actividad antibacteriana y CLsy, respectivamente, se decidié realizar un
fraccionamiento cromatografico biodirigido a estas dos esponjas, con el objetivo de
aislar en lo posible los constituyentes quimicos responsables de la bioactividad de
¢éstas.

d.1 Cromatografia de la fraccion soluble en acetato de etilo (AcOEt) de Aaptos

pernucleata

La fraccion soluble en acetato de etilo de 4. pernucleata fue fraccionado por
cromatografia de columna (CC) sobre silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm), en una
columna de 1,5 cm de didmetro y 42 cm de alto, para lo cual se empled una relacion
1:30 (g de muestra: g silica gel), 1,3125 g de la fraccion y 39,3750 g de silica gel. Se
utilizaron mezclas de polaridad creciente de éter de petréleo (EP)-CH,Cl,, CH,Cl,,
CH,Cl, - AcOEt, AcOEt, AcOEt - MeOH como eluyentes, finalizandose con MeOH
al 100%. Se obtuvieron 71 eluatos, los cuales fueron recogidos en erlenmeyers de 50
ml contentivos de 25 ml cada uno (Tabla 8), los cuales fueron agrupados en 13
fracciones (Tabla 9), tomando en cuenta su comportamiento en la cromatografia de
capa fina (CCF) por comparacion de sus Ry. Empleandose luz ultravioleta de longitud
de onda corta (100-280 nm) y una solucién acida de molibdato de amonio, como
agentes reveladores.

Tabla 8. Fraccionamiento cromatografico de la FAE de Aaptos pernucleata.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-3 EP- CH)Cl, 60-40
4-10 EP— CH,Cl, 40-60
11-14 EP- CH,Cl, 20-80
15-21 CH,Cl, 100
22 -30 CH)CI;, - AcOEt 60-40
31-40 CH,CI;, - AcOEt 40-60
41 —-49 AcOEt 100
50-55 AcOEt - MeOH 60-40
56 -57 AcOEt - MeOH 20-80
58-171 MeOH 100
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Se decidio estudiar las fracciones aC, aD, oE, debido a que presentaron
manchas definidas y con Ry no muy cercanos. Por otro lado, las demés fracciones que
fueron tomadas en cuenta como objeto de estudio, siguiendo el criterio de
bioactividad como se muestra en la tabla 11 (seccidon d.1.2), aun asi éstas mostraban
ser mezclas de compuestos con Ry muy proximos, lo que dificultd su separacion. Se
recuper6 una masa total de 1,036 g la cual representd el 78,9% del material

cromatografiado.

Tabla 9. Subfracciones obtenidas de la CC de la FAE de A. pernucleata.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
aA 1-3 108,7
aB 4-11 20,2
aC 12 -13 22,6
aD 14 28,1
aE 15-17 52,4
oF 18 -26 143,2
aG 27-34 37,4
oH 35-42 7,8
al 43 - 46 56,1
o 47 -50 7,0
akK 51-55 119,2
al 56 -57 27,5
aM 58-171 405,8

d.1.1 Actividad letal en Artemia salina de las subfracciones aA, oF, ofF, ol, oK, y aM

de la esponja Aaptos pernucleata

Debido a que la esponja 4. pernucleata presentd la CLsy mas baja, (Tabla 6) se
realizé el fraccionamiento de la FAE de ésta. De las 13 subfracciones obtenidas,
fueron seleccionadas seis que poseian mayor masa, para realizarles el ensayo de
letalidad con A. salina. En la tabla 11 se encuentran los valores de CLs( arrojados por

cada subfraccion, donde se observa que las fracciones mas polares K y M no poseen
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letalidad, y que el resto de las subfracciones menos polares y de polaridad intermedia
de estas esponjas, poseen varios constituyentes con letalidad muy significativa, en

especial los que se encuentran en las subfracciones oF y al.

Tabla 10. Actividad letal (ug/ml) contra 4. salina, de algunas de las fracciones de la
esponja A. pernucleata.

Fraccion CLso (24 h) CLsp (48 h) Método
oA 15,76 1,25 Binomial
oE 5,65 1,63 Probit
oF 2,24 <0,01 Binomial
al 8,24 0,29 Moving Average
aK 787,65 395,18 Probit
oM 7215,45 7215,45 Moving Average

[ Fraccion soluble en acetato de etilo ]

cC

A aB oC abD oE aF al oK al oM
CG-EM JCCFP \CCFP CCFP
oCy cc oEs cc
RMN RMN
al, al,

ab; oD, ab; oF, oF, oF; oF, oFs

¢ ¢ ¢ corp ol al; »
CG-EM RMN CG-EM ¢ ¢
IR
r_‘ CG-EM RMN
aFs aFs,
}
CG-EM

Figura 18. Esquema de fraccionamiento de la fraccion soluble en acetato de etilo de la
esponja A. pernucleata.
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La letalidad de las subfracciones oF y al podria deberse a la presencia de
aaptaminas, las cuales han sido reportados en esponjas del género Aaptos,

caracterizandose por poseer una fuerte actividad citotdxica y antiviral (24, 50).
d.1.2 Cromatografia de la subfraccion oA

Debido a que esta subfraccion presentd una letalidad alta (CLso = 1,25 pg/ml),
se decidio aislar los componentes de ésta, causantes de la bioactividad observada. Sin
embargo, al realizar el revelado de la CCF se observo que no presentaba separacion
con ninguna mezcla de solventes, lo que evidenciaba que aA estaba formada por una
mezcla compleja de compuestos. Esta subfraccion se presenté como un liquido casi
incoloro, soluble en éter de petroleo, cloroformo y acetato de etilo. Analizando las
caracteristicas del liquido en cuestion, se le realizé un estudio de los componentes por

cromatografia de gases acoplado a un detector de masas (CG-EM).

Abundancia

I

3 me

Tiempe de retencidn {min)

Figura 19. Cromatograma de gases de la subfraccion oA.
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La cromatografia de gases de esta subfraccion oA, evidencié la presencia de
una mezcla de ésteres de 4cidos grasos saturados, insaturados, lineales y ramificados,
de los cuales se logré identificar algunos que se encontraban en mayor proporcion,
tales como el éster metilico del acido 12-metiltridecanoico, éster metilico del acido
14-metilhexadecanoico, éster metilico del acido 7,10-octadecanoico, éster metilico

del 4cido pentacosanoico.

El espectro de masas del compuesto I la subfraccion aA, el éster metilico del
acido 12-metiltridecanoico (TR= 12,6 minutos) (Figura 20), desplegd un i6n
molecular a m/z 242 [M'], y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 227, 199, 185, 171, 157, 143,129, 74 (pico base) y 41. En la

figura B1 (Apéndice B) se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este

compuesto.

2 100% "
e [a)
,—f-_ YVVV\/ ‘\/H\c e

™
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4
143 202
25%
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| 157 186
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m/z

Figura 20. Espectro de masas del éster metilico del acido 12-metiltridecanoico.

El espectro de masas del constituyente II de la subfraccion aA, el éster metilico

del 4cido 14-metilhexadecanoico (TR= 14,8 minutos) (Figura 21), exhibi6 un i6n
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molecular a m/z 284 [M'], y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones

mas abundantes a m/z 241, 185, 143, 74 (pico base) y 43. En la figura B2 (Apéndice

B) se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 21. Espectro de masas del éster metilico del acido 14-metilhexadecanoico.

El espectro de masas del compuesto III de la subfraccion aA, el éster metilico

del acido 7,10-octadecanoico (TR= 15,7 minutos) (Figura 22), desplegd un i6n

molecular a m/z 294 [M'], y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones

mas abundantes a m/z 263, 220, 67 (pico base) y 41. En la figura B3 (Apéndice B) se

muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 22. Espectro de masas del éster metilico del acido 7,10-octadecadienoico.

El espectro de masas del éster metilico del acido pentacosanoico de la
subfraccion aA, (TR= 20,8 minutos) (Figura 23), mostré un i6n molecular a m/z 396
[M'], y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a
m/z 353, 297, 255, 185, 143 y 43 (pico base). En la figura B4 (Apéndice B) se

muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 23. Espectro de masas del éster metilico del acido pentadecanoico.
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Es comun encontrar en las esponjas marinas, acidos grasos ligados a distintas
clases de lipidos, como por ejemplo fosfolipidos, glicolipidos, glicéridos, esteroles o
en forma libre, demostrando la presencia de acidos demospdngicos (longitudes de
cadena superiores a Cp4 y generalmente con un patrén de insaturacion cis Cs y cis Co);
acidos grasos con cadena impar y acidos con un patron de insaturacion Cgy Cjj, estan
muy poco difundido en la naturaleza, ademas de la presencia de dacidos
poliinsaturados y ramificados (51). Es posible pensar que los ésteres encontrados en
esta esponja sean derivados de acidos con estas caracteristicas, como es el caso del
éster metilico del acido pentacosanoico (impar y mayor Cyg) y el éster metilico del
acido 12-metiltridecanoico (impar), pudiéndose atribuir, ademads, la letalidad de la
subfraccion oA en A. salina, a la mezcla de los esteres metilicos de acidos saturados,

insaturados, lineales y ramificados presentes en dicha subfraccion.

d.1.3 Cromatografia de la subfraccion aC

Esta fraccion presentd una muy buena separacion en la CCF, por lo cual se
procedid a separar por CCFP utilizando una placa vidrio de 20x20 cm?, recubierta
con un espesor de 1 mm de silica gel 10-40 pm, colocandose 21,5 mg de la muestra en
la placa y como solventes se empled una mezcla de EP-CH,Cl, 1:4 V/V y se revelo con
una soluciéon é4cida de molibdato de amonio. Se evidencidé la presencia de una sola
mancha; arrancandose la franja de la silica que poseia este compuesto, obteniéndose un
solido blanco con una masa de 6,9 mg y un R de 0,48, el cual fue nombrado aC; y

cuya recuperacion representa el 32,09% del material cromatografiado.

A esta subfraccion se le realizo espectroscopia RMN de 'Hy °C, y DEPT-135,
observandose en los espectros, que la misma poseia desplazamientos quimicos
similares a los que presentan los compuestos esteroidales. La tabla 11 muestra las
asignaciones correspondientes a las sefiales mas importantes seleccionadas, para este

tipo de metabolito.
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Tabla 11. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (0y) de algunas
sefiales de RMN 'H del compuesto aC;.

Posicion Multiplicidad dy (ppm)* Asignacion

18 singlete (s) 0,63 C-CH;

19 singlete (s) 0,78 C-CH;

26 doblete (d) 0,84 CH-CH3
27 doblete (d) 0,85 CH-CH;
21 doblete (d) 0,89 CH-CH3
3 multiplete (m) 3,60 HO-CH
3 singlete (s) 3,65 HO-CH

#: Datos obtenidos a 400 MHz en CDCl;.

En el espectro RMN 'H de la subfraccion aC; se observan dos sefiales a campo
bajo, una que integra para un protéon hidroxilico a oy 3,65, y otra a dy 3,60 como un
multiplete, el cual integra para un proton, asignado a un hidrégeno que se encuentra
enlazado a un carbono que esta unido a un atomo de oxigeno (H-C-O). A campo alto,
el espectro de RMN 'H desplegd cinco sefiales asignadas a grupos metilos, de los
cuales tres aparecieron como dobletes a 6y 0,84; oy 0,85 y oy 0,89; y dos como

singletes a oy 0,63 y oy 0,78 (Figuras 24 y 25) (Tabla 11).

12.0 1.0 10.0 9.0 80 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 A3 0

Figura 24. Espectro de RMN 'H del compuesto aC;.
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El espectro de RMN "C de este compuesto mostr6 27 desplazamientos
quimicos bien definidos, lo que indica que este compuesto posee 27 atomos de
carbono, por otra parte la zona olefinica no mostr6 sefiales, lo cual es acorde con lo
observado en el RMN 'H; es decir, que el compuesto no presenta dobles enlace en su
estructura. A campo bajo, se destaca una sefial a o¢ 71,46 asignable a un carbono
oxigenado. El resto de las sefales que se observan corresponden a los
desplazamientos de los carbonos alifaticos (Figuras 26-28). A campo mas alto, se
observan cinco senales a oc 12,14; d¢ 12,30; oc 18,73; 6¢c 22,62 y oc 22,88

correspondientes a carbonos metilicos (Tabla 12).

Z. .

Figura 25. Ampliacion de la region alifatica del espectro de RMN 'H del compuesto
OLC1.
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Figura 26. Espectro de RMN "°C del compuesto oC;.

Figura 27. Ampliacion I del espectro de RMN °C del compuesto aC;.
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Figura 28. Ampliacion II del espectro de RMN *C del compuesto aC;.

Las senales mostradas por espectro DEPT-135 (Figura 29), ayudaron a
identificar los tipos de carbonos presentes en la estructura; como por ejemplo, se
pudo constatar la presencia de 5 carbonos metilicos en el compuesto, los cuales
concordaban con los cinco desplazamientos quimicos observados a campo alto para
protones alifaticos observadas en el RMN 'H, ademas, de la presencia de doce
carbonos metilénicos acordes con un nucleo esteroidal saturado y cadena lateral
saturada, proporcionando, en general, informacion acerca de los carbonos metilicos,

metilénicos y metinicos presentes en el compuesto.
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Figura 29. Espectro DEPT-135 del compuesto aC;.

Debido a que a esta fraccion no se le realizaron los experimentos
bidimensionales de RMN no se pudo realizar una mejor asignacion de los hidrogenos
metinicos y metilénicos a sus carbonos correspondientes, por lo cual se utilizé el
programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008 para proponer una posible
estructura, junto con el analisis combinado de los datos espectrales obtenidos de los
RMN vy DEPT-135, obteniéndose que el compuesto en cuestion presentd
desplazamientos quimicos de '*C idénticos a los del colestanol (Tabla 12). En

consecuencia se puede decir que la subfraccion aC, es el colestanol (Figura 30).
Tomado en cuenta que no hay reportes de estudios quimicos ni bioldgicos para

la esponja Aaptos pernucleata, este estudio representa un aporte importante para la

quimica de productos naturales de esta especie.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de C® de la subfraccion aC, y el colestanol.

Posicion Fraccion aCy, 8¢ (ppm)* Colestanol, 8¢ (ppm)”
1 38,29 35,6
2 31,60 30,9
3 71,46 71,4
4 37,07 37,1
5 44,93 39,9
6 28,81 28,9
7 32,16 32,0
8 35,58 35,6
9 54,43 54,3
10 35,58 35,5
11 21,32 20,7
12 40,11 40,2
13 42,67 42,7
14 56,57 56,6
15 23,89 24,2
16 28,32 28,3
17 56,35 56,3
18 12,14 13,5
19 12,39 13,6

20 35,86 35,8
21 18,73 19,4
22 36,24 36,1
23 24,29 24,6
24 39,58 39.9
25 28,08 28,1
26 22,62 23,2
27 22,88 23,2

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCl;.

®: Datos obtenidos mediante el modelado con el programa Predictor del ChemBioDraw Ultra 2008.

21 22 24

26

Figura 30. Estructura del colestanol.
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d.1.4 Cromatografia de la subfraccion oD

Esta subfraccion se obtuvo como un solid6 blanco con una masa de 28,1 mg y
presentaba algunas trazas de impurezas de un liquido amarillo; tomando en cuenta
esto, se decidio purificarlo con una microcolumna en una pipeta Pasteur con silica gel
35-70 mesh y una mezcla de EP— CH,Cl, (20-80 V/V). De esta separacion se
obtuvieron 6 eluatos contentivos de 5 ml, y se les realiz6 la CCF, resultando
agrupados en 3 subfracciones, por su comportamiento en la misma, la cual mostrd
que la subfraccion aD; contenia, en su mayoria, las impurezas del liquido; la
subfraccion aD; era un so6lido blanco, observandose una estela mediana lo que refleja
la mezcla de varios compuestos, y la subfracciéon aDs era un sélido blanco que
presentd una sola mancha muy definida, evidenciando la presencia de un solo

compuesto.

Se recuper6 una masa total de 20,8 mg, lo cual representa el 74,02% del

material cromatografiado.

Debido a lo antes expuesto, se decidio realizar a la subfraccion aD, un andlisis
por CG-EM, el cual evidenci6 la presencia de una mezcla de esteroles como

colesterol, colestanol, ergost-22-en-3-ol, y ergostanol.

Tabla 13. Subfracciones obtenidas de la microcolumna cromatografica de la
subfraccion aD.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
aD 1-2 2,6
aD; 3-4 8,6
aDs 5-6 9,6
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Figura 31. Cromatograma de gases de la subfraccion aD;.

El espectro de masas del constituyente I de la subfraccion aD,, se identificd
como el colesterol (TR= 24,5 minutos) (Figura 32), ya que despleg6 un i6n molecular
a m/z 386 [M'], y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas
abundantes a m/z 368, 275, 213, 145, 81 (pico base) y 43. En la figura C1 (Apéndice

C) se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.

El colesterol estd ampliamente distribuido en los tejidos de los animales,

especialmente en el nervioso, células suprarrenales, yema de huevo y es el principal
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constituyente de los célculos biliares. Este es metabolizado a coprostanol en el tracto
digestivo y se elimina con las heces, ademas es el precursor de los demads esteroides
fisiologicamente importantes. Ha sido reportado en una variedad de géneros de
esponjas marinas, entre los cuales se tienen: Damiriana, Agelas, Hymeniacidon,
Petrosia, Cerachalina, Pseudaxinella, Callyspongla, Gelliodes, Psammaplyslia,
Jaspis, Gelliodes, Dysidea, Terpios, Axinella, Asteropus, Xestospongia, Blemna y
Cliona (2, 36).

43 8

g

145
275

213
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x®

g

25%
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Figura 32. Espectro de masas del colesterol.

El espectro de masas del constituyente II de la subfraccion aD,, fue identificado
como el colestanol, (TR= 25,3 minutos) (Figura 33), mostré un i6n molecular a m/z
388 [M']y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a
m/z 368, 373, 353, 233, 215 (pico base), 165 y 81. En la figura C2 (Apéndice C) se
muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto, el cual
confirmo la estructura del mismo. Este compuesto ha sido identificado en las esponjas

del género Dysidea, Psammapiysilla, Gelliodes, Petrosia, Agelas, Terpios,
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Hymeniacidon y Aaptos, estando este ultimo género en concordancia con lo reportado

en este trabajo (36).

G 1000 26
T T% 81
185
50%]
25%
315
_Uil N l
0% m/z

Figura 33. Espectro de masas del colestanol.

El espectro de masas del constituyente III de la subfraccion aD,, permitio
identificarlo como el ergost-22-en-3-ol, (TR= 26,3 minutos) (Figura 34), el cual
exhibié un ién molecular a m/z 400 [M'] y los fragmentos correspondientes a los
picos de los iones mas abundantes a m/z 339, 257, 35, 215, y 55 (pico base). En la
figura C3 (Apéndice C) se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este
metabolito. Este compuesto se encuentra distribuido en las esponjas Jaspis stellifera,
Stylotella agminata, Axineila sp. e Hymeniacidon pertevis, recolectadas en las costas

de Indonesia (36).
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Figura 34. Espectro de masas del ergost-22-en-3-ol.
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El constituyente IV de la subfracciéon aD,, se identificé como el ergostanol,
(TR= 27,8 minutos) (Figura 35), segun evidencias del espectro de masas, el cual
desplegd un i6n molecular a m/z 402 [M'] y los fragmentos correspondientes a los
picos de los iones mas abundantes a m/z 345, 303, 276, 233, 215 (pico base), 165,
107 y 43. En la figura C4 (Apéndice C) se muestra el patron de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.
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Figura 35. Espectro de masas del ergostanol.

El ergostanol es un esterol de gran importancia, debido a que es precursor del
ergosterol que se interconvierte por irradiacidon y se transforma a Vitamina D. Este
se encuentra generalmente en hongos y levaduras, ademas ha sido aislado de las
esponjas Jaspis stellifera, Gelliodes fibulata, Gelliodes gracilis y Agelas mauritiana

(2,36).

d.1.4.1 Analisis estructural del compuesto aD;

El compuesto aDs fue aislado en forma de un sélido blanco (9,6 mg), mediante
la realizacion de una microcolumna a la subfraccidén aD. Posteriormente, fue disuelto
en cloroformo deuterado, para la realizacion de los analisis espectroscopicos de RMN
de una y dos dimensiones, especificamente RMN lH, RMN 13C, DEPT, HMQC y
HMBC, para su posterior identificaciéon. Adicionalmente, se le realizo espectroscopia

infrarroja para sustentar parte de la informacion arrojada por la espectroscopia RMN.
El espectro IR (Figura 36) del compuesto D3 mostrd una absorcion a 3 200 cm”

! debida al estiramiento del enlace oxigeno-hidrogeno del grupo hidroxilo (-O-H),

., -1 . . .
otra absorcion a 2 450 cm™ ocasionada por el estiramiento del enlace carbono-
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hidrégeno alifatico (-C-H); a 1 250 cm™ se observo una banda correspondiente al
estiramiento asimétrico del enlace carbono-oxigeno (-C-O) y una banda a 610 cm™

asignable a la deformacion de sistema -CH,.

En el espectro RMN 'H de la subfraccion aDs se observan dos sefiales a campo
bajo, una que integra para un proton hidroxilico a 6y 3,65, y otra a oy 3,57 como un
multiplete, el cual integra para un proton asignado a un hidréogeno que se encuentra
enlazado a un carbono oxigenado (H-C-O). A campo alto en la zona alifatica, el
espectro de RMN 'H desplego seis sefiales asignadas a metilos, de los cuales dos
aparecieron como dobletes a dy 0,83 y 0 0,85, y cuatro como singletes a oy 0,62; o
0,77; du 0,86 y dn 0,89. Siendo este ultimo, un singlete de base ancha, el cual se
esperaria que apareciera en el espectro como un doblete, por lo cual se piensa que no

se orientd para el acoplamiento con el proton vecino (Figuras 37-39) (Tabla 14).

4 —> CH,

“ v CO <—

0.0, ~
40000 3000 2000 . 1500 1000 4500
v(cm™)

Figura 36. Espectro IR del compuesto aDs.
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Tabla 14. Asignaciones de desplazamientos quimicos (0y) de algunas senales
seleccionadas de RMN 'H del compuesto aDs.

Posicion Multiplicidad du (ppm)* Asignacion
18 singlete (s) 0,62 C-CH;
28 singlete (s) 0,77 C-CH;
26 doblete (d) 0,83 CH-CH3;
27 doblete (d) 0,85 CH-CH3
19 singlete (s) 0,86 C-CH;
21 singlete (bs) 0,89 CH-CH3;
3 multiplete (m) 3,57 HO-CH
3 singlete (s) 3,65 HO-CH

#: Datos obtenidos a 400 MHz en CDCl;.

16 15 14 13 1

2 1

110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

Figura 37. Espectro RMN 'H del compuesto aDs.
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Figura 38. Ampliacion del espectro RMN 'H del compuesto aDs.
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Figura 39. Ampliacion de la zona a campo alto del espectro RMN 'H.
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El espectro de RMN "C de este compuesto mostré 28 desplazamientos
quimicos bien definidos, lo que es indicativo, en este caso, de que el mismo que
posee 28 atomos de carbono; por otra parte, no mostrd desplazamientos en la zona
olefinica, lo cual es consecuente con lo observado en el RMN 'H; es decir que el
compuesto no presenta dobles enlace en su estructura. A campo bajo, se destaca una
sefial a oy 71,38 asignable a un carbono enlazado a un oxigeno. El resto de las senales
que se observan corresponden a los desplazamientos de los carbonos alifaticos. A
campo mas alto se observan seis sefiales a 6¢c 12,06; 6¢c 12,31; o¢ 18,65; d¢ 21,24; d¢
22,52 y dc¢ 22,80 correspondientes a los carbonos metilicos (Figuras 40-43) (Tabla
15).

El espectro DEPT-135 (Figuras 44 y 45), proporciond informacién acerca de
los carbonos metilicos, metilénicos y metinicos presente en la estructura, permitiendo
confirmar algunas sefiales asignadas. Este experimento de RMN, confirmé de que la
molécula posee tres carbonos cuaternarios, doce carbonos metilénicos, y un total de
trece carbonos entre metilicos y metinicos. Los carbonos cuaternarios se asignaron
mediante la informacion suministrada por las correlaciones en el HMBC y las

conectividades directas del HMQC.

W

T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 40. Espectro RMN °C del compuesto del aDs.
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Figura 41. Ampliacion general del espectro RMN "°C.
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Figura 42. Ampliacién a campo bajo del espectro RMN °C.
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Figura 43. Ampliacion a campo bajo del espectro RMN °C.
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Figura 44. Espectro DEPT 135 del compuesto aDs.

9% 9 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

Figura 45. Ampliacion del espectro DEPT-135 del compuesto aDjs.

63



Tabla 15. Datos seleccionados de RMN 'H, RMN "*C, HMQC y HMBC del
compuesto aDs.

Posicidn du (ppm) HMQC 6¢ (ppm)* HMBC 8¢ (ppm)*

1 1,51 38,21

2 1,62 31,52

3 3,57 71,38 38,21; 31,52
4 1,08 44,83

5 1,25 28,73 71,38; 44,89
7 1,64 32,08

9 - 54,35

10 - 36,15

12 1,96 40,03

13 - 42,58

14 1,04 56,48

15 1,53 2421

16 1,75 28,24

17 0,94 56,27

18 0,62 12,06 56,27; 42,58
19 0,86 21,24 36,15

20 1,27 35,78

21 0,89 18,65 56,27; 35,78
22 0,92 36,99

23 1,28 23,82

24 1,92 39,50

25 1,49 28,00

26 0,83 22,54 28,00; 28,80
27 0,85 22,80

28 0,77 12,32 36,15; 54,35

?: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCls.

Por medio del HMQC, se logr6é obtener los correlaciones directas existentes
entre las sefiales observadas en los espectros de RMN de 'Hy "°C del compuesto aDs,
entre las cuales cabe destacar, las del Cs, Cig, Ci9, Ca1, Cag, C27y Cog como Hs, Hys,
H,, Hyj, Haye, Hy7 y Hag; ademads, se observo que los Co, Cj9 y Ci3 no presentaban
ninguna correlacion, presumiblemente por ser los carbonos cuaternarios (Figuras 46-

49),
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El espectro de HMBC (Figuras 50-52), mostrd las correlaciones indirectas
existentes entre C; y C; con Hsz; Cs y C4 con el Hs; Co y Cyp con Hag; Cip con Hyo;
con estas correlaciones se logro proponer la estructura parcial I o nucleo estructural
del esterol (Figura 53). Ademas de las correlaciones anteriores, mediante este
experimento se pudieron observar las conectividades que existen entre el Ci7 y Cyo
con Hy;; Ciz3 y Ci7 con Hig; Cyps y Cy7 con Hag; lograndose proponer con esta
informacion, la estructura parcial II o cadena lateral del esterol (Figura 54) (Tabla

15).
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Figura 46. Espectro HMQC del compuesto aDs.
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Figura 48. Ampliacion II del espectro HMQC del compuesto aDs.
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Figura 50. Espectro HMBC del compuesto aDs.
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Figura 51. Ampliacion I del espectro HMBC del compuesto aDs.

Figura 52. Ampliacion II del espectro HMBC del compuesto aDs.
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Figura 53. Estructura parcial I del compuesto aD3; mostrando las correlaciones
HMBC.

1865 36,99 39,50 22,54
’ (0,92) (1,92) (0,83)

Figura 54. Estructura parcial II del compuesto aD; mostrando las correlaciones
HMBC.

Basado en las evidencias espectrales mediante el andlisis combinado del IR y

RMN uni y bidimensional, se propone la posible estructura del compuesto aD3, como
la de un esterol derivado del colestanol con un metilo adicional en el carbono niimero
9 de su nucleo estructural (Figura 55). Es importante resaltar, que este es el primer

reporte de un analogo 9- metil del colestanol en esponjas marinas y en la literatura en

general.
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HO

Figura 55. Estructura propuesta para el compuesto aDs.

d.1.5 Cromatografia de la subfraccion aE

Esta fraccion presentd una muy buena separacion en la CCF, por lo cual se
procedio a separarla, por CCFP utilizando una placa vidrio de 20x20 cm” recubierta
de silica gel 10-40 um del mm de espesor, colocandose 39,5 mg de la muestra en la
placa. Como solventes se empled una mezcla de EP-CH,Cl, (1:4 V/V) y se reveld con
una solucion acida de molibdato de amonio, evidenciandose la presencia de una sola
mancha, la cual se mostré6 como un sélido blanco (aE1) con masa con 16,6 mgy Rgde

0,30, representando el 42,02% del material cromatografiado.

Por lo antes expuesto, a esta subfraccion se le realizO RMN de 'H ,"°C y DEPT-
135, al analizar los desplazamientos quimicos y patron de acoplamiento de este
compuesto, se pudo apreciar la similitud de éstos con los desplazamientos quimicos

del compuesto de la subfraccion aC;.
En el espectro RMN 'H (Figuras 56 y 57) de la subfraccion aE;, se observaron

dos sefiales importantes a campo bajo, una correspondiente a un proton hidroxilico a

on 3,58 y otra a oy 3,57 como un multiplete, el cual integra para un protén asignado a
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un hidrégeno que se encuentra enlazado a un carbono oxigenado (H-C-O); también se
pudo apreciar la ausencia de sefiales en la zona olefinica. A campo alto, el espectro de
RMN 'H desplegd cinco sefiales, las cuales fueron asignadas a hidrégenos metilicos,
de los cuales tres mostraron ser dobletes a 6y 0,84; oy 0,85 y 6y 0,89 y dos como

singletes a 050,63 y 50,78 (Tabla 16).

Tabla 16. Asignaciones de desplazamientos quimicos (0n) de algunas sefales de
RMN 'H del compuesto aE;.

Posicion Multiplicidad du (ppm)* Asignacion

18 singlete (s) 0,63 C-CH;

19 singlete (s) 0,78 C-CH;

26 doblete (d) 0,84 CH-CH3
27 doblete (d) 0,85 CH-CH;
21 doblete (d) 0,89 CH-CH;
3 multiplete (m) 3,60 HO-CH
3 singlete (s) 3,65 HO-CH

#: Datos obtenidos a 400 MHz en CDCls.
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Figura 56. Espectro de RMN 'H del compuesto oE;.
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Figura 57. Ampliacion del espectro de RMN "H del compuesto aE;.
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El espectro de RMN C de esta subfraccion, mostrd 27 desplazamientos
quimicos bien definidos, sugiriendo que este compuesto posee 27 atomos de
carbonos , por otra parte, la zona olefinica no mostré sefiales, lo cual es consecuente
con lo observado en el RMN 'H; es decir, que el compuesto no presenta dobles enlace
en su estructura. A campo bajo, se destaca una sefial a d¢c 71,46 asignable a un
carbono oxigenado. El resto de las sefiales que se observaron, corresponden a los
desplazamientos quimicos de los carbonos alifaticos (Figuras 58-61). A campo mas
alto, se observaron cinco sefiales a d¢ 12,15; ¢ 12,40; d¢ 18,74; 8¢ 22,63 y d¢ 22,89

asignados a carbonos metilicos (Tabla 18).

Debido que a esta subfraccion no se le realizaron los experimentos
bidimensionales de RMN, no se pudo realizar una mejor asignacion de los hidrégenos

metinicos y metilénicos a sus carbonos correspondientes.

1A e M A A s MMM PSR 1) e b N WP 0

2400 2300 2200 210.0 Z00.0 1900 18500 1700 160.0 15000 140.0 13000 12000 1100 [0 LG 80,0 70,0 6.0 0.0 40.0 300 20.0 10,0

Figura 58. Espectro de RMN "°C del compuesto oE;.
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Figura 60. Ampliacion II del espectro de RMN °C del compuesto aE;.
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Figura 61. Ampliacion III del espectro de RMN "°C del compuesto oE,.

El espectro DEPT-135 (Figuras 62 y 63), proporciond informaciéon acerca de
los carbonos metilicos, metilénicos y metinicos presente en la estructura, la cual
posee dos carbonos cuaternarios, doce carbonos metilénicos, y una suma de trece

carbonos entre metilicos y metinicos.
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Figura 62. Espectro DEPT-135 del compuesto oE;.
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Figura 63. Ampliacion del espectro DEPT-135 del compuesto oE;.

Debido a que la subfraccion aC, y subfraccion oE; presentaron los mismos
desplazamientos quimicos, tanto el aC; como el aE; son esteroles C,7, se puede decir

que estan relacionados estructuralmente ya que poseen el mismo nucleo estructural y
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cadena lateral del colestanol. Es de hacer notar que estos dos compuestos de
subfracciones distintas (aC; y oE;) fueron aislados bajo las mismas condiciones en
una CCFP con una mezcla de EP-CH,Cl, (1:4 V/V), presentando diferentes Ry; por lo
cual se puede decir que no son el mismo compuesto, sino isémeros Opticos del
colestanol (Figura 1); posiblemente la diferencia estereoquimica entre ambos se
encuentre en la orientacion espacial de la cadena lateral en el C;7; sin embargo, no se
pudo establecer cual era el isomero R o S debido a que no se realizaron experimentos
mas especificos de RMN, tales como ROESY o NOESY, los cuales servirian para
discriminar entre ambos esteroisomeros en este tipo de isomeria. Ademas, la
subfraccion E presentd un CLsg bajo (1,63 pg/ml) que se puede atribuir a la accion

citolitica del compuesto aE;.

El colestanol también ha sido aislado como componente mayoritario de la
esponja Aaptos sp, lo que puede indicar que este compuesto es tipico de la
qumiotaxonomia de las esponjas de este género, siendo este precursor de muchos mas
esteroles con estructuras inusuales (52). Las esponjas han logrado colonizar la
mayoria de los habitats acuaticos. El proceso de adaptacion a estos ambientes pudo
traer como consecuencia cambios en las membranas celulares, en especial en los
fosfolipidos y los esteroles que las constituyen, lo cual les permitié adaptarse a su

entorno (51).

Muchos estudios han observado un orden creciente de abundancia entre los tres
tipos de nucleos encontrados, dirigido en la forma: A’—A’—A’. Esto se puede
explicar por la habilidad que tienen las esponjas para transformar los esteroles,
reduciendo (en ese mismo orden) los dobles enlaces de los nucleos, con el fin de
satisfacer los requerimientos de sus membranas celulares logrando asi la adaptacion
requerida. Por lo cual las esponjas son consideradas como la mayor fuente de
esteroles con estructuras poco comunes en el ambiente marino, lo que puede

comprobarse con los 250 esteroles polares descubiertos hasta el afio 2002;
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adicionalmente, se identificaron 80 esteroles provenientes esponjas marinas, entre los

afios 2003 y 2008 (53).

Tabla 17. Comparacion de los ¢ (ppm) de los compuestos aC; y aE;.

Posicion aCi (8¢)* aE; (8¢)"
1 38,29 38,28
2 31,60 30,59
3 71,46 71,46
4 37,07 37,07
5 44,93 44,93
6 28,81 28,81
7 32,16 32,16
8 35,58 35,58
9 54,43 54,44
10 35,58 35,53
11 21,32 21,11
12 40,11 40,12
13 42,67 42,67
14 56,57 56,57
15 23,89 23,91
16 28,32 28,31
17 56,35 56,36
18 12,14 12,15
19 12,39 12,40
20 35,86 35,86
21 18,73 18,74
22 36,24 36,24
23 24,29 24,28
24 39,58 39,58
25 28,08 28,08
26 22,62 22,63
27 22,88 22,89

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CDCl;.

d.1.6 Cromatografia de la subfraccion aF

Esta subfraccion present6 la letalidad mas alta (CLsy <0,01 pg/ml) en A4. salina,

por lo cual fue fraccionada por CC sobre silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm), en
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una columna de 0,5 cm de diametro y 30 cm de alto, utilizandose 140,4 mg de la
fraccion y 4,2 g de silica gel (relacion 1:30 m/m). Como eluyentes se utilizaron
mezclas de polaridad creciente de EP-CH,Cl,, CH,Cl,, CH,Cl,-AcOEt, AcOEt,
AcOEt - MeOH, finalizandose con MeOH al 100%. Se obtuvieron 27 eluatos, los
cuales fueron recogidos en erlenmeyers de 25 ml, contentivos de 10 ml cada uno
(Tabla 18), los cuales fueron agrupados en 5 subfracciones tomando en cuenta su
comportamiento en la CCF por comparacion de sus Ry, segin el revelado con luz
ultravioleta de longitud de onda corta (100-280 nm) y una soluciéon acida de
molibdato de amonio (Tabla 19). Se recuperd una masa total de 123,5 mg, lo cual

representa en el 87,96% del material cromatografiado.

Tabla 18. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion oF.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-5 EP- CH)Cl, 50-50
6-7 EP — CH,Cl, 40-60
8—10 EP — CH,Cl, 20-80
11-14 CH,Cl, 100
15-17 CH,Cl, - AcOEt 60-40
18 -21 CH,CI;, - AcOEt 40-60
22 -24 AcOEt 100
25 AcOEt - MeOH 60-40
26 —27 MeOH 100

Tomando en cuenta las masas de las subfracciones y su separacion en la CCF
se decidid estudiar las subfracciones aF; y aF,, donde se observo que la subfraccion
aF; presentaba compuestos con Ry muy cercanos, lo cual dificultaria la separacion en
comparacion con la subfraccion oF, Por lo cual se le realizd un estudio de los
compuestos mayoritarios de la subfraccion aF1, por cromatografia de gases acoplada

a un detector de masas.
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Tabla 19. Subfracciones obtenidas de la separacién cromatografica de la subfraccion
aF.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
aF, 1-3 41,4
aF; 4-12 48,0
aFs3 13-18 7,7
aFy 19-24 11,9
aFs 24 -27 14,5

A la subfraccion aF; se le realiz6 CCFP, utilizando una placa vidrio de 20x20
cm’ recubierta de silica gel 10-40 um del mm de espesor, colocandose 38,2 mg de la
muestra en la placa; como solventes se empleé una mezcla de CH,Cl, - AcOEt (3:2
V/V) y se reveld con una solucion acida de molibdato de amonio. Se evidencio la
presencia de dos manchas, no muy definidas de compuestos muy cercanos,
arrancandose las bandas de la silica que contenia a estos compuestos, obteniéndose dos
liquidos, aF,; con 0,35 mg y aF,, con 6,18 mg, representando la suma de las masas
de estas subfracciones el 17,09% del material cromatografiado (Tabla 21). Tomando
en cuenta, que la subfraccion aF,; poseia muy poca masa se descartd y como se
observo que la subfraccion aF,; poseia mas de un compuesto, con Ry muy cercanos,
se analiz6 por CG-EM. Dichos resultados de la aF; y aF,, estan a la espera para ser

interpretados.

Tabla 20. Subfracciones obtenida de la CCFP de la subfraccion aF,.

Subfraccion Masa (mg) R¢
akz 0,35 0,81
ok, 6,18 0,63

d.1.7 Cromatografia de la subfraccion ol

Esta subfraccion se mostré como un sélido amarillo con una masa de 56,1 mg.

Durante la realizacion de las pruebas de solubilidad a esta subfraccion, se observo la
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precipitacion de un sélido gomoso en acetato de etilo, por lo cual se realizo la
precipitacion de dicho soélido; el cual fue separado del liquido (solucién madre),
lavado varias veces en acetato de etilo y purificado con carbon activado, para ser
recristalizado en una mezcla de AcOEt-MeOH. De este proceso se obtuvo la
subfraccion al;,, un solido blanco (4,9 mg) que al realizarle CCF mostrd, por
revelado una sola mancha que evidenciaba la existencia de un solo compuesto, por lo

cual se decidio estudiarlo mediante experimentos de RMN.

La parte soluble en acetato de etilo, al; ; mostr6 ser un liquido amarillo de 1,9
mg, el cual exhibid una “estela” larga en el revelado de CCF; es decir, una mezcla
compleja de compuestos; considerando lo anterior, se realiz6 el estudio de los
constituyentes por CG-EM. Esta subfraccion presentd una CLs significativa (0,29
pug/ml), por lo cual se puede decir, que posiblemente este so6lido gomoso sea el
responsable de la letalidad presentada en la fraccion al. Se recuperd una masa total de
6,8 mg que representa el 12,12 % del material tratado. Los resultados de estas dos

subfracciones estan a un en espera para ser analizados.

Tabla 21. Subfracciones obtenidas del tratamiento de lavado realizado a subfraccion
ol.

Subfraccion Caracteristica Masa (mg)
ol Liquido amarillo 1.9
ol Solido blanco 49

d.2 Cromatografia de la fraccion soluble en acetato de etilo (FAE) de Aplysina

lacunosa

La fraccion soluble en acetato de estilo de 4. lacunosa fue fraccionada por CC
sobre silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm), en una columna de 2,5 cm de didmetro y
50 cm de alto, para ello se emple6 una relacion 1:50 (g de muestra: g silica gel),

utilizdndose 2,7165 g de la fraccion y 135,8875 g de silica gel. Se utilizaron mezclas

81



de polaridad creciente de EP-CHCl;, CHCl;, CHCl3-AcOEt, AcOEt, AcOEt - MeOH,
como eluyentes finalizdndose con MeOH al 100%. Se obtuvieron 66 eluatos, los
cuales fueron recogidos en recipientes de 250 ml contentivos de 50 ml cada uno
(Tabla 22), los cuales fueron agrupados en 12 subfracciones tomando en cuenta su
comportamiento en la CCF, por comparacion de sus Ry, Se utilizo luz ultravioleta de
longitud de onda corta (100-280 nm) y una solucién 4cida de molibdato de amonio

como agentes reveladores (Tabla 23).

Se recuperd una masa total de 2,3405 g la cual represento el 88,15% del
material cromatografiado. La figura 68 muestra el esquema de separacion de los
componentes de esta fraccion de A. lacunosa, mostrando todas las cromatografias

sucesivas realizadas para la obtencion de los mismos.

Debido a los resultados arrojados por los andlisis ademés de la actividad
antibacteriana (los cuales se mostraran mds adelante) y por separacion de los
componentes en la CCF realizadas a las subfracciones BE, G, Bl y PL, las mismas se

cromatografiaron nuevamente, para tratar de aislar los metabolitos bioactivos.

Tabla 22. Fraccionamiento cromatografico de la FAE de Aplysina lacunosa.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-8 EP — CHCI; 60-40
9-14 EP — CHCl; 40-60
15-18 EP — CHCl; 20-80
19 -24 CHCl; 100
25-32 CHCI; - AcOEt 60-40
33 -37 CHCI; - AcOEt 40-60
38 -50 AcOEt 100
51-57 AcOEt - MeOH 60-40
58 - 60 AcOEt - MeOH 20-80
61— 66 MeOH 100
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Tabla 23. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica FAE de A4.

lacunosa.
Fracciones Eluatos Masa (mg)
BA 1-8 121,1
BB 9-14 191,9
pC 15-18 66,5
BD 1924 93,6
BE 25-32 314,8
BF 33-36 266,6
BG 37-50 671,2
BH 51-53 15,4
BI 54 - 55 321,0
BJ 56— 57 47,7
BK 58 — 60 38,7
BL 61— 66 192,0
Fraccién soluble en acetato de etilo ]
cC
pA pB pc pD BE pr pa B (i BI..L
}
CG-EM e ’7‘\
‘ ‘ ‘ G, G, BGs._s
BB, BB, pB; BBy BBs ¢
¢ JCCFP ¢ ‘
By, BE‘CFP Prs-s P PEs Gy G2 BGas BGaa BGas
* ’——'—‘ lCCFP ccrp CG‘_EM
BE, PEi, BGas, ‘ ’ ‘ ‘
BGari PBGriz  PBGais ¢ P Py Bls Bl Bty
CG-EM  CG-EM RMN
CG-EM RMN CG-EM ’J_‘
Plair Blyy Bls1 Plsa
CG*-EM I*R |+R

Figura 64. Esquema de fraccionamiento de la fraccion soluble en acetato de etilo de la

esponja 4. lacunosa.
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d.2.1 Actividad antibacteriana de las subfracciones PE, G, pI, y pL

Como se observa en la tabla 24, las subfracciones BE y BG presentaron la mayor
actividad antibacteriana contra las cepas ensayadas (100% de las bacterias fueron
sensibles), mostrando una actividad fuerte contra estas bacterias; mientras que las
subfracciones PI y BL solo mostraron actividad moderada y fuerte frente a las
bacterias  Staphylococcus aureus y Salmonella sp., respectivamente. Lo dicho
anteriormente, muestra que existe mas de un metabolito con actividad bactericida en

esta esponja.

Tabla 24. Actividad antibacteriana de las subfracciones BE, BG, BI y BL, provenientes
de la FAE de la esponja A. lacunosa.

Microorganismos = 2 a = E
X

Bacterias :
Staphylococcus aureus +++ +++ - ++ 75,00
Listeria monocytogenes +++ +++ - - 25,00
Escherichia coli + +++ - - 25,00
Salmonella sp. +++ +++ +++ - 75,00
%MSE 100,00 100,00 25,00 25,00

+++: Actividad fuerte (didmetro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (diametro entre 15-18
mm), +: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hay actividad, %MSE: porcentaje de
microorganismos sensibles a cada extracto, %0EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo
microorganismo. Estudio realizado con una concentracion de 40 mg/ml.

Si se observa la tabla 5 (Seccion c.1), la FAE de esta esponja no presentd
actividad contra la bacteria Salmonella sp; sin embargo, la mayoria de sus
subfracciones mostraron actividad bactericida contra dicha bacteria. Pudo haber
ocurrido que los compuestos bioactivos en contra de esta bacteria, estaban en poca

proporcion y al realizarse la separacion cromatografica aumentara la concentracion de
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estos compuestos; también es el caso de que existiera un efecto antagonico entre los
constituyentes, que neutralizaba el efecto de los metabolitos activos contra esta
bacteria, y al separarlos se suprimi6 dicho efecto. Debido a la prominente actividad

de estas subfracciones se decidié hacer un estudio de los constituyentes de éstas.

d.2.2 Cromatografia de la subfraccion A

Esta subfraccion se presentd como la menos polar de esta esponja, por lo cual
se decidi6 realizar un estudio de los metabolitos menos polares de esta especie. Sin
embargo, al realizar el revelado de la CCF se observo que no presentaba separacion
con ninguna mezcla de solventes, lo que evidenciaba una mezcla compleja de
compuestos. Las caracteristicas de esta subfraccion eran las de un liquido (121,1 mg),
casi incoloro, soluble en éter de petroleo, cloroformo y acetato de etilo. Analizando
las caracteristicas del mismo se le realizé un estudio de los componentes por CG-EM;

aln se estan esperando dichos resultados para ser analizados.

d.2.3 Cromatografia de la subfraccion B

Debido a la buena separacion que presentd en CCF esta subfraccion y la
cantidad significativa de la misma, se utilizo CC para la separacion de los
compuestos. Para la CC se empleo silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm), en una
columna de 1 cm de diametro y 24 cm de alto, en una relacion 1:30, utilizandose
191,9 mg de la subfraccion y 5,745 g de silica gel. Se utilizaron como eluyentes éter
de petroleo y mezclas de polaridad creciente de EP-CHCI;, CHCl;, CHCl3-AcOEt,
AcOEt, AcOEt-MeOH, finalizandose con MeOH al 100%. Se obtuvieron 73 eluatos,
los cuales fueron recogidos en recipientes de 50 ml, contentivos de 25 ml cada uno
(Tabla 25), los cuales fueron agrupados en 5 subfracciones, tomando en cuenta su

comportamiento en la CCF por comparaciéon de sus Ry Utilizdndose luz UV de
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longitud de onda corta (100-280 nm) y una solucion acida de molibdato de amonio

para el revelado (Tabla 26).

Se recuperd una masa total de 186,8 mg la cual representd el 97,34% del
material cromatografiado. Tomando en cuenta el criterio de mejor separacion
observado en el revelado de la CCF, se decidio estudiar los constituyentes de las

subfracciones B, BB, y BBa.

Tabla 25. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion B.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-6 EP 100
7-12 EP- CHCl; 90-10
13-24 EP- CHCl3 70-30
25-35 EP- CHCl3 60-40
36 -42 EP— CHCl; 40-60
43 — 47 EP- CHCI; 20-80
48 — 58 CHCl; 100
59-63 CHCIl; - AcOEt 50-50
64 —-67 CHCI; - AcOEt 40-60
68 - 70 AcOEt 100
71-73 MeOH 100

Tabla 26. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la subfraccion
BB.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
BB, 1-16 16,1
BB, 9-14 120,9
BB3 15-18 15,0
BB4 19-24 24,6
BBs 25-32 10,2

d.2.3.1Cromatografia de la subfraccion B,

Esta subfraccion se presentd como un liquido verde viscoso (16,1 mg) que al

realizarle el revelado de la CCF, se observd que no presentaba separacion con
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ninguna mezcla de solventes; lo cual evidenciaba una mezcla compleja de
compuestos. Esta subfraccion resultd, soluble en éter de petrdleo, cloroformo y
acetato de etilo. Analizando las caracteristicas del liquido en cuestion, se decidid
realizar un estudio de los componentes por CG-EM, cuyos resultados estan a la

espera para ser analizados.

d.2.3.2 Cromatografia de la subfraccion B,

Esta subfraccion presentd una muy buena separacion en la CCF al ser revelada;
ademas de una masa apreciable, por lo cual se procedido a separar por CCFP,
utilizandose tres placas vidrio de 20x20 cm” recubierta de silica gel 10-40 um del
mm de espesor; colocandose un total de 118,1 mg de la muestra repartida en las tres
placas, y como solventes de elucion se empled una mezcla de EP-CHCl; en una
proporcion 2:3, revelandose con una solucion acida de molibdato de amonio. Asi, se
evidencid la presencia de una sola banda, arrancandose la franja de la silica que poseia
este compuesto, obteniéndose la subfraccion BB, la cual se mostré como un so6lido
blanco con una masa de 14,9 mg y un R de 0,38, representando el 12,61% del

material cromatografiado.

A esta subfraccion se le realizé espectroscopia IR, RMN de 'H ,°C y DEPT-
135, observandose que poseia desplazamientos quimicos (0y y d¢) similares a los que

presentan los compuestos triterpenoidales.

El espectro IR (Figura 65) del compuesto fB;.; mostro una absorcién a 3 200
cm™, debida al estiramiento del enlace oxigeno-hidrégeno del grupo hidroxilo (-O-
H), a 3 000 cm™ una banda correspondiente al estiramiento carbono — hidrogeno para
dobles enlaces (=C-H), otra absorcion a 2 450 cm™ ocasionada por el estiramiento del

enlace carbono-hidrogeno alifatico (-C-H), a 1 250 cm™ se observd una banda
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correspondiente al estiramiento asimétrico del enlace carbono-oxigeno (-C-O) y una

banda a 610 cm™ correspondiente a la deformacion de sistema -CHo.

En el espectro RMN '"H de la subfraccion BB, se observaron tres sefiales a
campo bajo, un doblete que integra para un hidrégeno a dy 5,35, asignado a un proton
olefinico debido a la existencia de un doble enlace en la estructura de la molécula,
otra a oy 3,65 como un singlete correspondiente a un proton hidroxilico y otra a oy
3,51 exhibe un multiplete, el cual integra para un protéon, asignado a un hidrégeno que
se encuentra enlazado a un carbono que estd unido a un atomo de oxigeno (H-C-O).
A campo alto, el espectro de RMN 'H desplego 8 sefales asignadas a grupos metilos,
de las cuales tres aparecieron como dobletes a oy 0,79; oy 0,88 y oy 0,90, y cinco
como singletes a oy 0,66; oy 0,77; 6y 0,80; oy 0,84 y oy 0,99 (Figuras 66-68) (Tabla
27).
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Figura 65. Espectro IR del compuesto B;
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Tabla 27. Asignaciones de desplazamientos quimicos (dy) de algunas senales

seleccionadas de RMN 'H del compuesto BB, ;.

N° de senales Multiplicidad ou (ppm) Asignacion
1 singlete (s) 0,66 C-CH;
2 singlete (s) 0,77 C-CH;
3 doblete (d) 0,79 CH-CH3;
4 singlete (s) 0,80 C-CH;
5 singlete (s) 0,84 C-CH;
6 doblete (d) 0.88 CH-CH;
7 doblete (d) 0,90 CH-CH;
8 singlete (s) 0,99 C-CH;
9 doblete (d) 5,35 -C=C-H
10 multiplete (m) 3,51 HO-CH
11 singlete (s) 3,65 HO-CH

#: Datos obtenidos a 400 MHz en CDCl;.

Figura 66. Espectro de RMN 'H del compuesto BB,
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Figura 67. Ampliacion I del espectro de RMN 'H del compuesto BB,.;.
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El espectro de RMN "*C de esta subfracciéon exhibié 32 desplazamientos
quimicos bien definidos, sugiriendo que este compuesto posee 32 atomos de carbono;
por otra parte la zona olefinica mostr6 dos desplazamientos uno a ¢ 140,82 y otro a
d¢ 121,79, lo cual esta en concordancia con lo observado en los espectros IR y RMN
'H; es decir, que el compuesto presenta un doble enlace en su estructura. A campo
bajo, se destaca una sefal a ¢ 71,88 asignable a un carbono oxigenado. El resto de
las sefiales que se observan corresponden a los desplazamientos de los carbonos
alifaticos (Figuras 69-72). A campo mas alto, se observan ocho sefales a d¢ 11,93; d¢
12,31; ¢ 12,51; o¢ 15,96; 6¢ 16,60; d¢ 18,77; oc 18,83 y d¢c 19,47 asignados a

carbonos metilicos (Tabla 28).

Las sefales mostradas por el espectro DEPT-135 (Figuras 73 y 74), ayudaron a
confirmar la identificaciéon de siete carbonos metilénicos, ocho metilicos y diez

metinicos en la estructura del compuesto triterpenoidal.
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Figura 69. Espectro RMN "°C del compuesto BBa.;.
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Figura 70. Ampliacion I del espectro RMN "*C del compuesto BB, 1.
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Figura 71. Ampliacion II del espectro RMN °C del compuesto B, ;.

92



I
ﬂrlu"'r"\“i W ’u ”’m ﬂﬂniW W PM\‘ MW ol JMH

mnpﬂ.omoaomimmmmm m”mn.n%nmmmmsmmn

Figura 72.Ampliacién III del espectro RMN "°C del compuesto BB, ;.

|
. .r‘.,'. ok
|
|
I

L0 2300 2200 2100 2000 1900 1800 170.0 1600 1500 140.0 130.0 1200 110.0 1000 200 800 700 600 500 40.0 300 200 10.0 L
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Figura 74. Ampliacion del DEPT-135 del compuesto B, ;.

Tabla 28. Desplazamientos quimicos del RMN de "*C del compuesto fB,.;.

N° de Sefiales 5c (ppm)* N° de Seifiales dc (ppm)
1 11,93 17 35,94
2 12,13 18 36,57
3 12,51 19 37,31
4 15,96 20 37,57
5 16,60 21 39,84
6 18,77 22 3991
7 18,83 23 40,61
8 19,47 24 4236
9 21,16 25 50,20
10 24,36 26 56,02
11 25,83 27 56,08
12 28,30 28 56,18
13 29,06 29 56,83
14 31,72 30 71,88
15 31,97 31 121,79
16 33,96 32 140,82

 :Datos obtenidos a 100 MHz en CDCl;.
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Debido a que no se realizaron otros experimentos bidimensionales de RMN,
no se pudo obtener mas informacidn sobre este compuesto, por lo cual solo se puede
decir que posiblemente sea un derivado de un triterpeno pentaciclico con esqueleto
estructural tipo olenano, ursano o lupano, con un grupo hidroxilo, un doble enlace,
ocho carbonos metilicos y siete metilénicos. La prueba de Liebermann-Burchard para
caracterizar este tipo de metabolito, resultd positiva para esta subfraccion, lo cual

podria lo antes dicho.

Este viene a ser el primer reporte de triterpenos pentaciciclos para esta especie
de esponja, y para este género, inclusive. No es comun encontrar esta familia de
metabolitos secundarios en poriferos, generalmente estos terminan siendo precursores
de los esteroles, que son mas comunes en las esponjas marinas; sin embargo, en la
esponja Pseudoaxinella sp. se ha reportado la presencia de triterpenos pentaciclicos,
lo cual estd en concordancia con lo antes expuesto (54). También han sido aislados en
esponjas marinas,  sesquiterpenos y sesterterpenos con actividad biologica

significativa (49).

Los triterpenos son una familia de terpenos que contienen alrededor de 30
atomos de carbono, procedentes de la incorporacion biosintética de seis unidades de
isoprenilo. Se han descrito provenientes de fuentes naturales, mas de 40 triterpenos
ciclicos con formula C;oHs,, alrededor de 150 con formula C;0Hs;O y ademas
numerosos compuestos relacionados. Se piensa que la mayoria tiene un origen
biosintético, resultado de la ciclacion enzimatica de escualeno (Cs;oHs;) o del 6xido de
escualeno (C;0Hs,0). La presencia de estos triterpenos es habitual en plantas

superiores, pero también en animales, hongos y bacterias (2, 55).
Los triterpenos mas abundantes presentan los esqueletos de oleanano, ursano y
lupano, generalmente con funciones oxigenadas en los carbonos 2, 3, 6, 23, 28

(Figura 75) (2).
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Figura 75. Estructuras mas abundantes de los triterpenos, oleanano (a), ursano (b) y
lupano (c).

d.2.4 Cromatografia de la subfraccion fB,

Esta subfraccion se presentd como un liquido amarillo de (24,6 mg), que al
realizarle el revelado de la CCF, se observd que no presentaba separacion con
ninguna mezcla de solventes, lo que evidenciaba una mezcla compleja de
compuestos. Esta subfraccion resultd ser soluble en éter de petrdleo, cloroformo y
acetato de etilo. Analizando las caracteristicas del liquido, se decidi6 realizarle un

estudio por CG-EM para conocer los constituyentes de la mezcla.

d.3 Cromatografia de la subfraccion BE

Debido a que esta subfraccidon presentd una actividad antibacteriana
significativa (Tabla 6) y como la cantidad de la misma era suficiente para separarla,
se le realizd una CC con silica gel 35-70 mesh (0,2 - 0,5 mm), en una columna de 1
cm de diametro y 28 cm de alto, utilizdndose 294,5 mg de la subfraccion y 8,844 g
de silica gel, en relacion 1:30. Se utilizaron como eluyentes mezclas de polaridad

creciente: EP-CHCl;, CHCl;, CHCl; - AcOEt, AcOEt, AcOEt - MeOH,
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finalizandose con MeOH al 100%. Se obtuvieron 32 eluatos, los cuales fueron
recogidos en fiolas de 50 ml contentivos de 25 ml cada uno (Tabla 29), los cuales
fueron agrupados en 5 subfracciones tomando en cuenta su comportamiento en la
CCF por comparacion de sus Ry. Utilizandose UV (100-280 nm) y una solucion acida
de molibdato de amonio, como agentes reveladores (Tabla 30). Se recuper6 una masa

total de 276,7 mg, la cual representa el 93,95% del material cromatografiado.

Tabla 29. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion BE.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-5 EP- CHCl; 40-60
6 CHCls 100
7-9 CHCI; - AcOEt 80-20
10 CHCI; - AcOEt 60-40
11-14 CHCI; - AcOEt 20-80
15-17 AcOEt 100
18 -21 AcOEt - MeOH 40-60
22 -25 AcOEt - MeOH 50-50
26 —28 AcOEt - MeOH 20-80
29-32 MeOH 100

Tabla 30. Subfracciones obtenidas de la separacién cromatografica de la subfraccion

BE.

Subfracciones Eluatos Masa (mg)
BE; 1-3 139,0
BE, 4-12 10,0
BE; 13-17 7,3
BE4 18—-19 50,5
BEs 20-32 70,1

d.3.1 Cromatografia de la subfraccion BE;

Esta subfraccion presentd buena separacion en la CCF, ademés de una masa
apreciable, por lo cual se procedio a separarla por CCFP utilizdndose 2 placas de

vidrio de 20x20 cm’ recubiertas de silica gel 10-40 um del mm de espesor,
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colocandose, un total de 95,5 mg de la muestra repartidas en las dos placas y como
solvente de elucion se empled CHCl;, revelandose con una solucion acida de molibdato
de amonio. Se evidencio la presencia de tres bandas, arrancandose asi las franjas de la
silica que poseian los metabolitos, obteniéndose tres liquidos rojizos solubles en
acetato de etilo y metanol (Tabla 31). Tomando en cuenta que al realizar la capa CCF
de estas tres subfracciones obtenidas, se observd que poseian mas de un componentes
con Ry cercanos, y considerando que provenian de una subfraccion con actividad
antibacteriana apreciable, se decidié realizarle una analisis de los constituyentes de
las subfracciones BE; 1y BE; 2, por CG-EM, para conocer los metabolitos responsables

de la bioactividad observada.

Se pudo recuperar un total de 8,3 mg, lo cual representa el 8,69% de la subfraccion

cromatografiada.

Tabla 31. Subfracciones obtenidas de la CCFP de la subfraccion BE;.

Subfraccion Masa (mg) Ry
BEi 1 4,4 0,18
BEi 2 3,3 0,42
BE, 3 0,6 0,66

d.4 Cromatografia de la subfraccion pG

Considerando que esta subfraccion exhibio la mayor actividad antibacteriana,
ademas de una cantidad de masa significativa, se le realizd6 CC para la separacion de
los componentes. Para dicha cromatografia se emple6 silica gel 35-70 mesh (0,2 -
0,5 mm), en una columna de 1 cm de didmetro y 42 cm de alto, utilizdndose 650 mg
de la fraccion y 19,5153 g de silica gel en una proporcion 1:30. Se utilizaron como
eluyentes CHCl3 y mezclas de polaridad creciente de CHCls - AcOEt, AcOEt, AcOEt
— MeOH, finalizandose con MecOH al 100%. Se obtuvieron 41 cluatos, los cuales

fueron recogidos en fiolas de 50 ml contentivas de 25 ml cada uno (Tabla 32), los
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cuales fueron agrupados en 5 subfracciones segun su comportamiento en la CCF, por

comparacion de sus Ry, después del revelado (Tabla 33).

El porcentaje de recuperacion fue de 97,67%, ya que se obtuvo una masa total

de 634,86 mg.

Tabla 32. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion BG.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-4 CHCl; 100
5-6 CHCI; - AcOEt 40-60
7-21 AcOEt 100
22 -24 AcOEt - MeOH 80-20
25-30 AcOEt - MeOH 60-40
31-32 AcOEt - MeOH 40-60
33-36 AcOEt - MeOH 20-80
37-41 MeOH 100

Tabla 33. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la subfraccion
BG.

Fracciones Eluatos Masa (mg)
BG, 1-6 0,26
BG2 7-23 390,00
BGs 24 - 28 182,00
BG4 29 - 40 62,00
BGs 41 0,60

d.4.1 Cromatografia de la subfracciéon G,

Tomando en cuenta la cantidad de masa que poseia esta subfraccion, y que
provenia de una subfraccion con un buen potencial antibacteriano (Tabla 25), se
utilizd CC para la separacion de los componentes, empleandose silica gel 35-70
mesh (0,2 - 0,5 mm), en una columna de 1 cm de didmetro y 42 cm de alto,

utilizandose 250,5 mg de la subfraccion y 7,515 g de silica gel en una proporcion
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1:30. Se utilizaron mezclas de polaridad creciente de CHCl; - AcOEt, AcOEt, AcOEt
- MeOH, como solventes de eclucion, finalizandose con MeOH al 100%. Se
obtuvieron 29 eluatos, los cuales fueron recogidos en fiolas de 50 ml contentivas de
25 ml cada uno (Tabla 34), los cuales fueron agrupados en 5 subfracciones, segiin su
comportamiento en la CCF por comparacion de sus Ry, después de ser reveladas

(Tabla 35).

Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 80,47%, el cual corresponde a una

masa de 201,6 mg.

Tabla 34. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion BGo.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-5 CHCIl; - AcOEt 50-50
6-—7 CHCI; - AcOEt 40-60
11-17 AcOEt 100
18-21 AcOEt — MeOH 80-20
22 -25 AcOEt — MeOH 50-50
26 —29 MeOH 100

Tabla 35. Subfracciones obtenidas de la separacién cromatografica de la subfraccion

BGo.
Subfracciones Eluatos Masa (mg)
BG2.1 1-2 134,1
BG2.2 3 243
BGy3 4-21 30,4
BG24 22 2,3
BGy.s 23-29 10,5

d.4.1.1Cromatografia de la subfraccion PG,

Considerando que esta subfraccion tenia la mayor cantidad de masa, y una

buena separacion en la CCF, se procedid a separarla por CCFP utilizando tres placas
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de vidrio de 20x20 cm’ recubiertas de silica gel 10-40 pm delmm de espesor,
colocandose un total de 134,1 mg de la muestra repartidas en las tres placas; y como
solventes de desarrollo se emple6 una mezcla de CHCl; - AcOEt en proporcion 2:3.
Posterior al revelado, se evidencio la presencia de tres bandas definidas, arrancandose
las franjas de silica, para obtener tres subfracciones: PGz, la cual era un so6lido
amarillo (masa 5,4 mg; R¢ 0,35), BG2.12, un liquido amarillo viscoso (masa 12,8 mg;
Rf 0,63) y BGz.13, un sélido marrén (masa 2,2 mg; Ry 0,75) (Tabla 36). Todas las
subfracciones mostraron ser solubles solamente en metanol, segiin la masa de las

subfracciones obtenidas, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 15,21%.

Al realizarle una CCF a cada una de las estas tres subfracciones, se pudo
observar que solo fG; 1, presentaba una mancha bien definida; mientras que las otras
se mostraban como “estelas” largas, lo que indicaba que poseian mas de un
compuesto o eran unas mezclas complejas. Considerando lo anterior, se decidid
realizar un andlisis de los constituyentes de las subfracciones BGai1 y PBGais
mediante el uso de la cromatografia de gases con un detector de masas. A la
subfraccion BG;;, como mostraba ser un solo compuesto, se le realizd algunos

experimentos de RMN para tratar de caracterizar la estructura de este compuesto.

Tabla 36. Subfracciones obtenidas de la CCFP de la subfraccion Gy .

Subfraccion Masa (mg) Ry
BGa11 54 0,35
BGai12 12,8 0,63
BGai3 2,2 0,75

El espectro RMN 'H (Figuras 76 y 77) de la subfraccion PGa,,, mostro a
campo bajo en la regioén aromadtica, dos sefales a oy 7,52 y oy 6,81; a campo alto
exhibid 4 sefiales, una a oy 3,25 asignable a hidrogenos metilicos de un grupo éster

(CH30-CO), dos singletes a oy 3,19 y oy 3,17 que corresponden a hidrogenos
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metilénicos vecinos a grupo éster (RO-CO-CH,), y un singlete a oy 2,65 asignados a

hidrogenos metilicos de un grupo acetato (CH3-CO,) (Tabla 37)

El espectro de RMN "°C (Figuras 78 y 79) mostr6 a campo bajo, dos picos a 8¢
172,21 y o¢ 171,51 asignados a carbonos carboxilicos con diferente entorno quimico
(RO-CO-R); en la region aromdtica se destacan cuatro sefales, una a o6¢ 151,54
correspondiente a carbonos aromaticos metinicos vecinos a un atomo de nitrégeno,
una sefial a oc 142,10 asignada a carbonos cuaternarios, y otra a oc 121,10
correspondiente a carbonos metinicos del nicleo aromatico. A campo alto, se
observan tres sefales: una a oc 71,40 correspondiente a carbonos metilénicos
enlazados a un atomo de oxigeno (CH,-O), otra a ¢ 50,29 asignada a carbonos
metilicos enlazados a un atomo de un sistema carboxilico (CH3-O-CO-R), y a d¢
44,68 un desplazamiento asignado a carbonos metilénicos vecinos a un grupo

carbonilo (CH,-CO3R) (Tabla 38).

Tabla 37. Asignacion de desplazamientos quimicos (8y) de algunas sefiales de RMN
'H de la subfraccién BG2.12.

N° de sefiales Multiplicidad Ou (ppm) Asignacion
1 singlete (s) 7,52 Aromatico
2 singlete (s) 6,81 Aromatico
3 singlete (s) 3,25 CH;0-CO
4 singlete (s) 3,19
5 singlete (s) 3,17 RO-CO-CHyR
6 singlete (s) 2,65 CH;-CO,

% Datos obtenidos a 400 MHz en CD;OD.
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Figura 76. Espectro RMN 'H de la subfraccion BGa.12.
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Figura 77. Ampliacion del espectro RMN 'H de la subfraccion PGa.1..
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Tabla 38. Asignacion de desplazamientos quimicos (J.) de algunas senales de RMN
BC dela subfraccion BG2.12.

N° de senales dc (ppm) Asignacion
1 44,68 CH,-CO2R
2 50,29 CH3-0-CO-R
3 71,40 O-CH,
4 120,10 Aromatico
5 142,10 Aromatico
6 151,52 Aromatico
7 171,51 R-O-CO-R
8 172,53

#: Datos obtenidos a 100 MHz en CD;OD.

. . C s 13
Posiblemente, existan mas sefales para este compuesto en el RMN “C, pero

fueron solapadas con las del solvente. Tomando en cuenta la informacion obtenida de

RMN de '"H y °C, no se puede asegurar una estructura definitiva y concluyente. A

través de la interpretacion de dichos espectros y por comparacion con el modelado

RMN de 'H y °C de algunas estructuras usando el programa Predictor ChemBioDraw

Ultra 2008, se puede decir que es un compuesto aromatico con nucleo de la piridina,

con grupos carboxilicos como sustituyentes, proponiéndose como estructura probable

la mostrada en la figura 80.

T T T T T T T T T T T
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Figura 78. Espectro RMN 13C de la subfraccion BG2.12.
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Figura 79. Ampliacion del espectro RMN B¢ de la subfraccion BGa.12.

O
e X O)k
0 Z
N

Figura 80. Posible nucleo estructural del compuesto de la subfraccion BGs 1 2.
d.4.1.2 Cromatografia de la subfraccion Gy 3

Esta subfraccion se mostré como un solido amarillo palido, con masa igual a
30,4 mg que al ser disuelto en metanol y agregarle AcOEt se formaba un gel. Se
procedio a separarlo por CCFP utilizando una placa vidrio de 20x20 cm” recubierta
con silica gel 10-40 um de 1 mm de espesor, y AcOEt como eluyente. Al revelarla, se
evidencio la presencia de una mancha, se arranco la franja obteniéndose la subfraccion
BG23.1 (solido blanco de 6,6 mg y R¢= 0,45, soluble en metanol) con un porcentaje de

recuperacion del 21,71%. En vista de que la CCF de ésta presentd una mancha
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definida, lo cual evidenciaba que era un solo compuesto, se decidi6 realizarle
experimentos de RMN para identificar la estructura de este compuesto, cuyos

resultados estan a la espera para ser analizados.

d.4.1.3 Cromatografia de la subfraccion PG, 4

Esta subfraccion se presentd como un sélido amarillo (2,3 mg soluble en
metanol), que al realizar el revelado de la CCF se observd que presentaba mas de un
compuesto con Rp cercanos; debido a su poca masa y considerando que esta
subfraccion provenia de la fraccion con mayor actividad antibacteriana, se le realizd
un estudio de los componentes por CG-EM, los cuales estan a la espera para ser

analizados.

d.5 Cromatografia de la subfraccion BI

La actividad antibacteriana que presento esta subfraccion contra Sa/monella sp.
con llevo a la separacion de los componentes por CC, en una columna de 1 cm de
didmetro y 32 cm de alto; para ello se empled una relacion 1:30, utilizandose 300 mg
de la fraccion y 9,3526 g de silica gel 35-70 mesh. Se utilizaron mezclas de polaridad
creciente de EP-CHCl;, CHCl;, CHCl; - AcOEt, AcOEt, AcOEt - MeOH,
finalizandose con MeOH al 100%. Se obtuvieron 51 eluatos, los cuales fueron
recogidos en fiolas de 50 ml contentivas de 25 ml cada una (Tabla 39), agrupandolos
en 7 subfracciones sus Ry, revelandose luz UV y solucion acida de molibdato de
amonio (Tabla 40). Se recuperd una masa total de 296,2 mg, que representa el

98,73% del material cromatografiado.
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Tabla 39. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion BI.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-2 EP — CHCl; 60-40
3-7 EP — CHCl; 40-60

8—11 CHCl; 100

12-16 CHCI; - AcOEt 60-40

17-22 CHCI; - AcOEt 40-60

23 -28 AcOEt 100

29-33 AcOEt - MeOH 80-20

34-37 AcOEt - MeOH 60-40

38—-41 AcOEt - MeOH 40-60

42— 44 AcOEt - MeOH 20-80

45-51 MeOH 100

Tabla 40. Subfracciones obtenidas de la separacion cromatografica de la subfraccion

Bl
Subfracciones Eluatos Masa (mg)
Bl 1-7 1,2
BL, 8—15 3,0
Bl; 16 — 28 12,0
Bl4 29 90,0
Bls 30-31 72,0
Ble 32-50 102,0
Bl 51 16,0

d.5.1 Cromatografia de la subfracciones Bls y Blg

Las subfracciones Bls y Bls, se presentaron como sélidos amarillos de 90,00 y

120,00 mg respectivamente y como contenian mayor cantidad masa, se procedié a

separar sus componentes. Al tratar de disolver a estas dos subfracciones, se obtenian

precipitados marrones, por lo se procedi6 a la precipitacion de éstos en metanol, los

cuales fueron lavado varias veces con metanol, acetato de estilo, cloroformo y éter de

petréleo, observandose que no se disolvian en ninguno de estos solventes.
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Se obtuvieron dos subfracciones en ambos casos, una soluble en metanol y el
precipitado, los cuales se denotaron como las subfracciones Pls1y Plsi, solidos
amarillos solubles en metanol con masas 30,7 y 20,9 mg respectivamente, y Blsoy
Bls2, solidos marrones insolubles con masas de 48,3 y 74,6 mg, respectivamente.
Considerando que la subfraccion Bls; tenia mayor masa y caracteristicas similares a
la Blg1, se procedid a realizar el andlisis de los componentes solamente de ésta, por

CG-EM, cuyos resultados atn estan a la espera para ser analizados.

Tomando en cuenta las que subfracciones Blss y Bls2 eran insolubles en la
mayoria de los solventes, solo se le realizd espectroscopia IR para observar algunos
grupos funcionales en estas subfracciones. Los espectros IR de la subfracciones Bls,y
Bls, (Figuras 82 y 83, mostraron: una banda ancha e intensa a 3 389 cm™ debida a la
tension del enlace oxigeno-hidrégeno (O-H), una absorcidon correspondiente al
estiramiento del enlace carbono-hidrogeno (C-H) a 2 926 cm’, otra absorcion a 2 853
cm™ debida al estiramiento carbono-hidrégeno alifatico, y otra banda correspondiente

al estiramiento C=0 de un carbonilo a 1 658 cm™.
Tomando en cuenta las bandas observadas en el IR, la alta polaridad y su

insolubilidad en la mayoria de los solventes, se puede decir que posiblemente estas

subfracciones contienen compuestos naturales glicosidicos.
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Figura 82. Espectro IR de la subfraccion Ble .
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CONCLUSIONES

El andlisis quimico preliminar realizado a las fracciones solubles en acetato de
etilo de las esponjas marinas Aplysina lacunosa, Aplysina fulva, Cliona varians,
Cinachyrella kuekenthali, Aphimedon viridis y Aaptos pernucleata, evidenci6 la
presencia de varias familias de metabolitos secundarios, como esteroles, triterpenos,

metilencetonas, taninos y alcaloides.

Las fracciones solubles en acetato de etilo de las esponjas A. lacunosa, A. fulva
y Aaptos pernucleata presentaron actividad bactericida, entre fuerte y moderada,

tanto para bacterias Gram (+) como Gram (-).

La FAE de la esponja Aaptos pernucleata, fue la tinica que presentd actividad
leve frente a las cepas de hongos ensayadas, especificamente contra Candida

albicans.

Las FAE de las esponjas C. kuekenthali, Amphimedon viridis y Aaptos
pernucleata, presentaron las letalidades mas significativas frente 4. salina, con

valores de CLsode 4,10; 1,13 y <0,01 pg/ml, respectivamente.

Mediante el andlisis por CG-EM de la subfraccion aA, procedente de Aaptos
pernucleata, se lograron identificar algunos constituyentes como los ésteres metilicos
de los acidos 12-metiltridecanoico, 14-metilhexadecanoico, 7,10-octadecadienoico y
pentacosanoico, atribuyéndose la letalidad de esta subfraccion a la mezcla de estos

compuestos.
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El analisis de los datos obtenidos por RMN 'H, *C y DEPT de la
subfracciones aC; y aE; asi como la comparacion de los mismos con los datos
teoricos del programa Predictor ChemBioDraw Ultra 2008, llevaron a proponer como

estructuras de los compuestos aislados, a dos esteroisomeros del colestanol.

El estudio por CG-EM de la subfraccion oD,, procedente de Aaptos
pernucleata, evidencid la presencia de una mezcla de esteroles, de los cuales se
lograron identificar algunos constituyentes como colesterol, colestanol, ergost-22-en-

3-ol y ergostanol.

El analisis sistematico realizado con los datos de IR, RMN 'Hy C 1D y 2D, y
DEPT-135, de la subfraccion aD; procedente de Aaptos pernucleata, llevd a proponer
como posible estructura del compuesto aislado en esta subfraccion, a un derivado del

colestanol con un metilo adicional en el C.

El analisis realizado por IR, RMN 'H, ’C y DEPT-135 de la subfraccion pBa.;
proveniente de A. lacunosa, y los datos tedricos del programa Predictor
ChemBioDraw Ultra 2008, permitieron proponer como posible nucleo estructural del
compuesto aislado, un derivado triterpenoidal con esqueleto lupano, con 32 atomos

de carbono, un grupo hidroxilo, un doble enlace y ocho carbonos metilicos.

La subfraccion PG, se caracterizd empleando RMN 'H y 13C, asi como
comparacion con datos tedricos del programa Predictor ChemBioDraw Ultra 2008;
proponiéndose el nticleo estructural de la piridina con dos grupos ésteres como
sustituyentes.

El analisis de las bandas observadas en los espectros IR de la subfracciones
Bls2 y Pleo, ademas de su polaridad y solubilidad en agua, permitieron inferir, que

los constituyentes mayoritarios de éstas, son compuestos glicosidicos.
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AcOFt
CC
CCF
CCFP
CG-EM
CLso
DETP
EP

FAE
HMQC
HMBC
NOESY
RMN "C
RMN'H
ROESY
TR

ABREVIATURAS

Acetato de etilo

Cromatografia de columna

Cromatografia de capa fina

Cromatografia de capa fina preparativa

Cromatografia de gases acoplado a un detector de masas
Concentracion letal media

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Eter de petroleo

Fraccion soluble en acetato de etilo

Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono

Resonancia Magnética Nuclear de Proton

Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Tiempo de retencion
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La evaluacion quimica preliminar v el estudio de las propiedades antibacterianas,
antifingicas v letales de las fracciones solubles en acetato de etilo de las esponjas
Aplysina lacunosa, A. fulva, Cliona varians, Cinachyrella kuekenthali, Amphimedon
viridis v Aaptos pernucleata, recolectadas en la Bahia de Mochima, estado Sucre,
evidenciaron la posible presencia alcaloides, esteroles, triterpenos, metilencetonas y
taninos con potencial actividad bioldgica. La fracciones solubles en acetato de etilo
de las esponjas Aaptos pernucleata, A. fulva y A. lacunosa, fueron las Uinicas que
mostraron actividad antibacteriana en contra de Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli, siendo A. lacunosa la que presentd los mayores
halos de inhibicion. La actividad antifiingica no fue significativa, solo la esponja
Aaptos pernucleata presentd actividad leve contra Candida albicans. La actividad
letal en Artemia salina, con mayor importancia la mostraron las esponjas C.
kuekenthali, Amphimedon viridis y Aaptos pernucleata, con valores de CLsy de 4,10;
1,13 v <0,01 pg/ml respectivamente. Los resultados del estudio de la letalidad de las
subfracciones aA, oF, aF v al, obtenidas mediante el fraccionamiento cromatografico
convencional, provenientes de la esponja Aaptos pernucleata demostraron la
presencia de varios compuestos con potencial letal en esta esponja; lograndose
identificar mediante CG-EM algunos constituyentes, como los ésteres metilicos de
los acidos 12-metiltridecanoico, 14-metilhexadecanoico, 7.10-octadecadienoico y
pentacosanoico, v los esteroles: colesterol, colestanol, ergost-22-en-3-ol, y ergostanol.
También, se logré aislar y caracterizar por RMN, dos esteroisomeros del colestanol, y
un analogo 9-metil del colestanol. La actividad antibacteriana mostrada por las
subfracciones del BE, BG, BI, v BL, provenientes de la esponja 4. lacunosa, contra las
bacterias S. aureus, Salmonella sp, L. monocytogenes y E. coli, evidencio la presencia
de metabolitos con potencial actividad bactericida; lograndose aislar un constituyente
alcaloidal con nucleo piridinico y dos grupos ésteres como sustituyentes. Ademas, de
la subfraccion BB se aisl6 un triterpeno pentaciclico Csp, derivado del lupano.
Considerando los resultados obtenidos, se puede inferir que los metabolitos
identificados en las especies 4. lacunosa 'y Aaptos pernucleata, posiblemente son los
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